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ВВЕДЕНИЕ 

 

Актуальность темы 

При современном уровне развития нефтяной промышленности невозможно 

полностью исключить ее негативное воздействие на экосистемы. Нефть и 

нефтепродукты признаны основными загрязнителями окружающей среды 

(Eurosoil, 2008; Robertson, Hansen, 2015), которые по величине своего вредного 

влияния находятся на втором месте после радиоактивного загрязнения 

(Экологические проблемы…, 2007) и представляют серьезную опасность для 

здоровья человека (Смирнова, Кузнецова, 2014; Xue et al., 2015; Cocârţă et al., 

2017; Varjani et al., 2018). В нашей стране проблема контаминация 

углеводородсодержащими веществами особенно актуальна для Западной Сибири, 

где расположено много нефтедобывающих предприятий и природно-

климатические условия которой могут обеспечить лишь невысокую скорость 

процессов самоочищения нефтезагрязненных объектов (Алексеев и др., 2011; 

Корнейкова и др., 2011). 

Крупнотоннажные отходы процессов добычи и нефтепереработки также 

являются одними из высокотоксичных загрязнителей окружающей среды. Они 

занимают обширные территории, уродуют ландшафт, служат источником 

вторичной контаминации почв, воздуха, поверхностных и подземных вод 

(Каталитические…, 2013; Литвинова, 2016; Соколов, 2017).  

Наиболее экологически и экономически целесообразным способом очистки 

нефтезагрязненных объектов является применение биологических технологий, 

основанных на использовании углеводородокисляющих микроорганизмов 

(Хоменко, Ногина, 2015; Ichor et al., 2014; Ivshina et al., 2015; Hazen et al., 2016; 

Orellana et al., 2017; Xu, Zhou, 2017). Известно множество микроорганизмов 

различных родов, обладающих способностью к нефтедеструкции (Филонов, 2016; 

Плешакова и др., 2017; Bhattacharya et al., 2015; Ivshina et al., 2016; Salam, 2016; 

Koshlaf, Ball, 2017). 

Для восполнения дефицита азота, возникающего при попадании нефти в 

почву, обычно используют большие дозы минеральных азотных удобрений, что 

является экономически невыгодным и экологически небезопасным (Шаронова и 
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др., 2009; Sutton et al., 2011). Между тем, в природных экосистемах накопление 

азота происходит за счет деятельности азотфиксирующих микроорганизмов, 

некоторые из которых способны не только к диазотрофии, но и к усвоению 

углеводородов (Mazumdar et al., 2015; Pérez-Vargas et al., 2017). Поэтому работы 

по поиску и изучению свойств микроорганизмов-нефтедеструкторов и их 

способности к окислению различных углеводородных субстратов, а также 

созданию на их основе полифункциональных биопрепаратов не только для 

очистки, но и для восстановления окружающей среды, остаются актуальными. 

При этом возрастает значимость таксономических исследований, базирующихся 

на комплексном применении различной информации фенотипического, 

генотипического, филогенетического, хемотаксономического и экологического 

характера (Назина и др., 2015; Das et al., 2014; Zhu et al., 2015) и направленных на 

получение детальной характеристики микроорганизмов и четкую 

дифференциацию штаммов.  

Степень разработанности темы.  К настоящему времени уже разработано 

большое число биопрепаратов-нефтедеструкторов для очистки почвы и воды 

(Алексеев и др., 2008; Филонов и др., 2010а; Рогозина и др., 2014; Волков и др., 

2015). Однако природно-климатические условия очищаемых территорий, а также 

качественный и количественный состав нефти и нефтепродуктов неодинаковы, 

что объясняет необходимость продолжения исследований по созданию 

биопрепаратов для очистки окружающей среды от углеводородного загрязнения и 

разработке технологий их применения.  

Несмотря на достигнутые успехи в развитии молекулярно-генетических и 

хемотаксономических подходов при идентификации микроорганизмов, базы 

данных по нуклеотидным последовательностям генов, жирным кислотам 

клеточной стенки и масс-спектрам клеточных белков в основном содержат 

данные по клинически значимым штаммам и все еще недостаточны для 

установления таксономической принадлежности большинства штаммов, 

перспективных в биотехнологическом плане. 

Цель исследования - создание на основе новых микроорганизмов 

полифункциональных биопрепаратов для очистки объектов окружающей среды 
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от нефтяного загрязнения, обезвреживания нефтесодержащих отходов и 

восстановления почв в различных климатических условиях, а также разработка 

технологий их применения и производства в промышленных масштабах. 

Задачи исследования 

1. Выделить из нефтезагрязненных почв микроорганизмы, способные к 

эффективному окислению углеводородов, в т.ч. при низкой положительной 

температуре. 

2. Выделить из почв сельскохозяйственного назначения бактерии, 

продуцирующие вещества, стимулирующие рост и развитие растений.  

3. Описать фенотипические, молекулярно-генетические и 

хемотаксономические особенности изолятов и определить их таксономическое 

положение согласно требованиям современной систематики прокариот.  

4. Изучить свойства выделенных бактерий, позволяющие использовать их 

для очистки и восстановления экосистем от загрязнения нефтью и 

нефтепродуктами. 

5. Установить возможность применения исследованных микроорганизмов 

для очистки почв и грунтов, загрязненных нефтью, а также обезвреживания 

нефтесодержащих отходов в лабораторных и полевых экспериментах в различных 

климатических условиях. 

6. Проверить эффективность использования описанных микроорганизмов 

для очистки водных поверхностей и производственных сточных вод от нефти и 

нефтепродуктов. 

7. Разработать на основе изученных микроорганизмов полифункциональные 

биопрепараты-нефтедеструкторы для очистки и восстановления загрязненных 

углеводородами объектов для различных климатических условий. 
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8. Разработать и утвердить в соответствии с действующим 

законодательством нормативно-техническую документацию на производство и 

технологию применения биопрепаратов-нефтедеструкторов. 

Научная новизна 

Выделен новый нефтеокисляющий консорциум и установлена видовая 

принадлежность входящих в его состав штаммов − Acinetobacter calcoaceticus ИБ 

ДТ-5.1/1 и Ochrobactrum intermedium ИБ ДТ-5.3/2. 

Впервые из нефтезагрязненной почвы Туруханского района Красноярского 

края выделен штамм ИБ 1.1, разлагающий нефть, в т.ч. при низкой 

положительной температуре, который идентифицирован как представитель 

нового вида бактерий р. Pseudomonas. Описан и таксономически узаконен новый 

вид микроорганизмов P. turukhanskensis. 

Выделен и идентифицирован новый штамм микроорганизмов Pseudomonas 

koreensis ИБ-4, синтезирующий фитогормоны цитокининового ряда и индолил-3-

уксусную кислоту (ИУК), а также фиксирующий в значительных количествах 

атмосферный азот. 

Выявлено, что консорциум микроорганизмов A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1 и 

O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2, а также штамм P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 способны к 

окислению углеводородов до углекислого газа и воды, а также к диазотрофии, в 

т.ч. при низкой положительной температуре. 

Установлено, что использование консорциума микроорганизмов A. 

calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1 и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 эффективно для очистки 

почв, грунтов, водной поверхности и производственных сточных вод от 

нефтяного загрязнения, а также обезвреживания отходов нефтедобывающих и 

нефтеперерабатывающих предприятий. 

Показана возможность рекультивации нефтесодержащих отходов, а также 

песка и почвы, загрязненных нефтью, штаммом P. turukhanskensis ИБ 1.1Т, в т.ч. 

при низкой положительной температуре. 
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Предложен новый подход к ликвидации последствий нефтяных загрязнений 

биотехнологическими методами, основанный на использовании 

полифункциональных биопрепаратов, которые снижают содержание 

углеводородов в рекультивируемых объектах и способствуют восстановлению 

почвы путем фиксации атмосферного азота и стимуляции роста и развития 

растений-фитомелиорантов.  

Новизна исследований подтверждена 4 патентами РФ: на питательную 

среду для культивирования бактерий р. Pseudomonas (№ 2303061); на консорциум 

штаммов микроорганизмов Acinetobacter sp. ИБ ДТ-5.1/1 и Ochrobactrum sp. ИБ 

ДТ-5.3/2, используемый для очистки воды и почвы от нефти и нефтепродуктов (№ 

2553540); на способ очистки почв от нефти в условиях низких положительных 

температур психротолерантными бактериями Рseudomonas sp. ИБ 1.1 (№ 

2539148); на способ очистки водных поверхностей от нефтяного загрязнения (№ 

2627598). 

Теоретическая значимость работы. Результаты, полученные в процессе 

идентификации бактерий, выделенных в настоящем исследовании, и описания 

нового вида микроорганизмов, способствуют установлению видовой 

принадлежности других микроорганизмов за счет расширения баз данных по 

нуклеотидным последовательностям генов, кодирующих 16S рРНК, ß-

субъединицу ДНК-гиразы (gyrB), ß-субъединицу РНК-полимеразы (rpoB), σ-

субъединицу РНК-полимеразы (rpoD), жирным кислотам клеточной стенки и 

клеточным белкам, а также имеют важное значение для фундаментальных 

исследований в различных областях науки (экология, генетика и эволюция 

микроорганизмов и пр.). Представленные в работе данные являются 

теоретической основой для дальнейших исследований в направлении расширения 

полифункциональности биопрепаратов для экобиотехнологии. Материалы 

диссертации используются при чтении лекций по программе профессиональной 

переподготовки профессорско-преподавательского состава биологического 

факультета ФГБОУ ВО «Башкирский государственный университет» по 

направлению «Биотехнология». 
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Практическая значимость. Настоящее исследование имеет выраженное 

прикладное значение и направлено на решение такой важной экологической и 

хозяйственной проблемы, как ликвидация последствий загрязнения окружающей 

среды нефтью и нефтепродуктами. На основе выделенных в ходе работы 

углеводородокисляющих микроорганизмов создана серия полифункциональных 

биопрепаратов под торговой маркой «Ленойл»®, предназначенных для очистки 

нефтезагрязненных объектов окружающей среды, обезвреживания твердых 

нефтесодержащих отходов, а также для восстановления почв в различных 

климатических условиях. Разработана и внедрена технология их производства, 

которое осуществляет ЗАО НПП «Биомедхим» (г. Уфа). За период с июня 2012 г. 

получено более 384200 л жидких и 75210 кг сухих препаратов. Разработана 

технология применения биопрепаратов, которая успешно апробирована (в т.ч. в 

промышленных масштабах) в различных климатических условиях при 

обезвреживании твердых нефтесодержащих отходов в Оренбургской области и 

Республике Казахстан, а также для ликвидации последствий нефтяных разливов в 

Ханты-мансийском автономном округе-Югра (ХМАО-Югра) и Ямало-Ненецком 

автономном округе (ЯНАО) и очистки водной поверхности болота от нефти в 

ЯНАО.  

Все бактериальные штаммы, выделенные и изученные в работе, 

депонированы во Всероссийскую коллекцию микроорганизмов (ВКМ), а штамм  

P. turukhanskensis ИБ 1.1, кроме того, размещен на хранение в Испанской 

коллекции типовых культур (СЕСТ). 

Методология и методы исследования. Методология исследований 

выстроена исходя из цели и  задач диссертационной работы. Предметом изучения 

являлись свойства новых природных штаммов бактерий, необходимые для их 

идентификации и применения в экологической биотехнологии; возможность 

использования исследованных микроорганизмов для очистки и восстановления 

окружающей среды от нефтяного загрязнения; технологии получения и 

применения биопрепаратов на основе этих микроорганизмов. Научная 

литература, посвященная исследованиям в области идентификации бактерий и 
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изучения их свойств, была проанализирована формально-логическими методами. 

В работе использованы микробиологические, молекулярно-генетические, 

хемотаксономические, биохимические, физические и статистические методы 

исследования, а также методы биотестирования. 

Положения, выносимые на защиту 

1. Нефтеокисляющий консорциум, выделенный из почвы, загрязненной 

дизельным топливом, образован штаммами A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1 и O. 

intermedium ИБ ДТ-5.3/2. Выделенный из нефтезагрязненной почвы 

Красноярского края штамм ИБ 1.1, разлагающий нефть, является представителем 

нового вида микроорганизмов P. turukhanskensis. Штамм-антагонист 

фитопатогенных микромицетов ИБ-4, изолированный из пахотной почвы, 

относится к виду P. koreensis. 

2. Консорциум и входящие в его состав штаммы A. calcoaceticus ИБ ДТ-

5.1/1 и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 способны к окислению углеводородов 

различных классов, нефти и нефтепродуктов до углекислого газа и воды. Штамм 

A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1 обладает поверхностно-активными свойствами, а 

штамм O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 – нитрогеназной активностью. Бактерия P. 

turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 обладает окислительной и нитрогеназной активностью, в 

т.ч. и при низкой положительной температуре. Штамм P. koreensis ИБ-4 способен 

к продукции фитогормонов и фиксации атмосферного азота. 

3. Внесение консорциума микроорганизмов A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1 и 

O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 или штамма P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 снижает 

содержание нефтепродуктов в загрязненных грунтах, почвах и твердых 

нефтесодержащих отходах и повышает в них численность микроорганизмов 

основных эколого-трофических групп. 

4. Использование консорциума микроорганизмов A. calcoaceticus ИБ ДТ-

5.1/1 и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 эффективно для очистки водной поверхности и 

производственных сточных вод от углеводородного загрязнения. 

5. Интродукция различных комбинаций консорциума микроорганизмов A. 

calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1 и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 с бактериями  P. koreensis 
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ИБ-4 и Paenibacillus ehimensis IB 739 способствует очистке почвы от нефти и 

стимуляции роста и развития растений-фитомелиорантов.  

6. Разработанная технология производства дает возможность получать как 

жидкую, так и сухую форму биопрепаратов-нефтедеструкторов серии «Ленойл»®, 

а технология их применения позволяет очищать и восстанавливать 

сильнозагрязненные объекты окружающей среды и обезвреживать 

нефтесодержащие отходы. 

 Степень достоверности и апробация работы 

 О достоверности результатов работы свидетельствует как достаточный 

объем проведенных исследований по идентификации и изучению свойств 

выделенных микроорганизмов, так и  то, что для этого были использованы 

современные биохимические, молекулярно-генетические и хемотаксономические 

методы, а также применена статистическая обработка данных. Разработанные 

биопрепараты успешно прошли лабораторные и полевые испытания, в т.ч. в 

промышленных масштабах. Осуществляется промышленный выпуск и продажа 

разработанной продукции. 

Основные результаты исследований были представлены на Международной 

научно-технической конференции «Нефтегазопереработка и нефтехимия – 2007» 

(г. Уфа, 2007), Всероссийской молодежной конференции «Актуальные проблемы 

химии и биологии» (г. Пущино, 2012), VI Всероссийской конференции молодых 

ученых «Стратегия взаимодействия микроорганизмов и растений с окружающей 

средой» (г. Саратов, 2012), научно-практической конференции «Государственная 

политика в области охраны окружающей среды  и рациональное использование 

природных ресурсов» (г. Уфа, 2012), VIII и  IX Молодежной школе-конференции 

с международным участием «Актуальные аспекты современной микробиологии» 

(г. Москва, 2012, 2013), Всероссийской научно-технической конференции 

«Инновационные технологии в области химии и биотехнологии» (г. Уфа, 2012), V 

и  VIII Международной заочной научно-практической конференции молодых 

ученых «Актуальные проблемы науки и техники» (г. Уфа, 2012, 2015), II 

Всероссийской научно-технической конференции молодых ученых, аспирантов и 
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студентов с международным участием «Высокие технологии в современной науке 

и технике» (ВТСНТ-2013) (г. Томск, 2013), Международной научной 

конференции «Экобиотех» (г. Уфа, 2013, 2015, 2017), III Международной научно-

практической конференции «Экологические проблемы нефтедобычи» (г. Уфа, 

2013), Школе-конференции молодых ученых  на базе Института 

фундаментальных проблем биологии РАН «Биосистема: от теории к практике» (г. 

Пущино, 2013), VII, VIII, IX Всероссийской научной интернет-конференции 

«Интеграция науки и высшего образования в области био- и органической химии 

и биотехнологии» (г. Уфа, 2013, 2014, 2015), VI Международной научно-

практической конференции молодых ученых «Актуальные проблемы науки и 

техники – 2013» (г. Уфа, 2013), Международной заочной научно-практической 

конференции «Современные тенденции в образовании и науке» (г. Тамбов, 2014), 

IX Международной конференции аспирантов и студентов «Охрана окружающей 

среды и рациональное использование природных ресурсов»  (г. Донецк, 2015), 

Международной научной конференции PLAMIC2018 «Растения и 

микроорганизмы: биотехнология будущего» (г. Уфа, 2018). 

Личный вклад автора заключается в формулировании цели и задач 

исследования, решении поставленных задач, планировании экспериментов и их 

выполнении, обобщении результатов и использовании их на практике, разработке 

основных положений диссертации, выносимых на защиту и нормативно-

технической  документации на производство и применение биопрепаратов. 

Результаты диссертационной работы являются совокупностью многолетних 

научных исследований, проведенных в УИБ УФИЦ  РАН лично автором и при его 

непосредственном участии в качестве ответственного исполнителя. Часть 

исследований выполнена в соавторстве с сотрудниками УИБ УФИЦ РАН д.б.н., 

проф. О.Н. Логиновым, д.б.н., проф. А.И. Мелентьевым, д.б.н. С.П. 

Четвериковым, к.б.н. М.Д. Бакаевой, к.б.н. Г.Ф. Рафиковой, аспирантами УИБ 

УФИЦ РАН  С.Р. Мухаматдьяровой, Э.Г. Валиуллиным, Д.А. Шариповым, Л.Ф. 

Миннебаевым. Работы по описанию  нового вида микроорганизмов проводились 

совместно с учеными из Instituto de Recursos Naturales y Agrobiología, IRNASA-
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CSIC и  Unidad Asociada Grupo de Interacción Planta-Microorganismo Universidad de 

Salamanca-IRNASA (CSIC) (г. Саламанка, Испания) PhD. M.-H. Ramírez-Bahena, 

PhD. J.M. Igual, PhD. A. Peix. 

Благодарности. Автор выражает глубокую признательность научным 

консультантам − заведующему лабораторией УИБ УФИЦ РАН, д.б.н., проф. О.Н. 

Логинову за идейное вдохновение, постоянное внимание и неоценимую 

поддержку и научному руководителю учреждения УИБ УФИЦ РАН, д.б.н., проф. 

А.И. Мелентьеву за ценные советы и рекомендации; ведущему научному 

сотруднику лаборатории биотехнологий УИБ УФИЦ РАН, д.б.н. С.П. 

Четверикову за научно-методическую помощь при постановке экспериментов и 

обсуждении результатов; аспирантам С.Р. Мухаматдьяровой, Э.Г. Валиуллину и 

Д.А. Шарипову за их участие в проведении полевых испытаний и первичной 

обработке полученных данных, а также всем сотрудникам лаборатории 

биотехнологий УИБ УФИЦ РАН за постоянное содействие и дружескую 

поддержку. Автор благодарит заведующего лабораторией ИБГ УФИЦ РАН, к.б.н. 

Р.Р. Гарафутдинова за помощь при изучении морфологии клеток на сканирующем 

зондовом микроскопе и заведующую лабораторией ЗАО НПП «Биомедхим», 

к.б.н. Е.А. Столярову за ее вклад при подготовке нормативно-технической 

документации на производство биопрепаратов, а также профессора Kwon S.W. из 

Корейской коллекции сельскохозяйственных культур за любезно 

предоставленный им штамм  Pseudomonas koreensis Ps 9-14
Т
 (KACC 10848). 

Публикации. По материалам диссертации опубликовано 50 научных работ, 

в том числе 18 статей в журналах, входящих  в перечень, рекомендованный ВАК 

Минобрнауки РФ,  и получено 4 патента РФ. 

Объем и структура диссертации. Диссертация состоит из введения, обзора 

литературы, описания объектов и методов исследования, экспериментальной 

части, заключения, выводов, списка цитируемой литературы. Работа изложена на 

437 страницах, содержит 29 таблиц, 20 рисунков и 25 приложений. Список 

литературы включает 920 наименований, из них 432 на английском языке.  

 

http://ijs.microbiologyresearch.org/search;jsessionid=_eTDfbgZnfjKyoZ7QUs3pkTW.x-sgm-live-02?value1=Martha-Helena+Ram%C3%ADrez-Bahena&option1=author&noRedirect=true
http://ijs.microbiologyresearch.org/search;jsessionid=_eTDfbgZnfjKyoZ7QUs3pkTW.x-sgm-live-02?value1=Jose+M.+Igual&option1=author&noRedirect=true
http://ijs.microbiologyresearch.org/search;jsessionid=_eTDfbgZnfjKyoZ7QUs3pkTW.x-sgm-live-02?value1=Alvaro+Peix&option1=author&noRedirect=true
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ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

ГЛАВА 1.  ВОЗДЕЙСТВИЕ НЕФТИ И НЕФТЕПРОДУКТОВ НА ПОЧВУ 

Развитие современного общества и научно-технический прогресс 

непосредственным образом связаны с природопользованием. Нефтяная 

промышленность − крупнейший потребитель природных ресурсов, 

функционирование которого нарушает естественные экосистемы и  оказывает 

отрицательное воздействие на окружающую среду в течение всего 

производственного цикла – от разведки месторождений, извлечения и 

транспортировки нефти до получения, хранения  и потребления нефтепродуктов. 

Углеводороды, попадая в одну из природных сфер (воздушную, водную, 

почвенную), вовлекаются в общую миграцию веществ и, как правило, с  течением 

времени распространяются  в каждой из них. При этом сложнее всего 

подвергается восстановлению почва, поскольку она аккумулирует и закрепляет 

вещества, оказывающие токсическое действие на растительность, почвенных 

животных и многие группы микроорганизмов, в результате чего резко снижается 

или полностью утрачивается ее главное свойство – плодородие. Кроме того, 

эксплуатация месторождений, транспортировка и складирование отходов 

нефтедобывающей и нефтеперерабатывающей промышленности приводит к 

изъятию из оборота и загрязнению огромных земельных площадей. 

 

1.1. Последствия загрязнения почвы нефтяными углеводородами 

1.1.1. Изменение морфологии и физико-химических свойств почвы под 

действием нефти 

К настоящему времени накоплен огромный объем работ, посвященных 

различным аспектам трансформации почвенного покрова при попадании в него 

углеводородов. Загрязнение нефтью и нефтепродуктами влияет на весь комплекс  

морфологических, физических, физико-химических и биологических свойств 

почвы, определяющих  ее плодородие и экологические функции. Степень этих 

изменений зависит  от климата, ландшафта и рельефа местности, типа и 
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исходного состояния почвы, а также  от состава, свойств, количества  и 

продолжительности воздействия поллютанта. Кроме того, нефть является 

комплексным загрязнителем, эффект от которого определяется количеством, 

составом и свойствами ее как органических, так и неорганических составляющих 

(тяжелые металлы и их соли, соединения  ртути, серы, урана и пр.). 

После попадания нефти и нефтепродуктов в почву наблюдается более 

темное окрашивание верхних горизонтов, мозаичность изменений 

морфологического строения в результате неравномерного распределения нефти в 

толще почвы (Матвеева, Липатов, 2015; Середина и др., 2017; Rahman et al., 2010; 

Oluremi et al., 2015).  Под действием загрязнения происходит трансформация 

гранулометрического состава − важнейшей генетической и агрономической 

характеристики почвы, влияющей на ее плодородие.  Почвенные частицы 

покрываются нефтяной пленкой и происходит их агрегирование. Поровое 

пространство заполняется нефтепродуктами, которые вытесняют воздух и 

нарушают аэрацию. Создаются анаэробные условия, повышающие 

восстановленность почвы и снижающие ее окислительный потенциал, что может 

приводить к развитию процессов оглеения и даже поверхностному 

заболачиванию почв (Колесников и др., 2013а, 2013б, 2014; Oluremi et al., 2015). 

На формирование восстановительных условий также влияет увеличение 

содержания органического вещества (связанное с поступлением в почву 

компонентов нефти), при разложении которого расходуется кислород. 

Уменьшение степени дисперсности меняет характер границ между 

горизонтами, некоторые из них могут даже полностью деградировать. В верхних 

слоях образуется битуминозная корка, препятствующая росту растений  и 

просачиванию воды вглубь (Просянников и др., 2012; Середина и др., 2017).  

Гранулометрический состав определяет все физические показатели почвы: 

порозность (пористость), влагоемкость, водопроницаемость, аэрацию, 

теплоаккумуляцию и теплопроводность. Из-за агрегирования почвенных частиц 

под действием нефти и заполнения ею наиболее крупных пор эти свойства 

ухудшаются (Кутузова и др., 2014; Федотова, Мелкозеров, 2017; Abosede, 2013; 
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Akinwumi  et al., 2014; Jesna, Hari, 2015; Klamerus-Iwan et al., 2015; Hajabbasi, 

2016;  Iqbal et al., 2016; Iloeje,  Aniago, 2016; Abbasi Maedeh  et al., 2017).  

В результате загрязнения нефтью и нефтепродуктами изменяется 

содержание органического углерода, изменяется групповой и фракционный 

состав гумуса, количество и соотношение макро- и микроэлементов. Из-за сдвига 

соотношения C:N в сторону углерода нарушается азотный режим почв, 

благоприятный для нормального развития микроорганизмов и растений  

(Цомбуева, 2017; Marinescu et al., 2010, 2011; Richardson et al., 2015). Также 

меняется соотношение форм азота, снижается содержание подвижных форм калия 

и фосфора (Новоселова  и др., 2014; Воеводина и др., 2015; Арзамазова и др., 

2017; Цомбуева, 2017; Wang Y. et al., 2013; Liao Ch. et al., 2015; Richardson et al., 

2015). 

Хлоридно-натриевое засоление почв, сопровождающее нефтяное 

загрязнение, приводит к сложной перестройке почвенно-поглощающего 

комплекса (ППК), в котором ионы натрия начинают вытеснять кальций и магний, 

преобладающие в чистой почве. Это, зачастую, является пусковым механизмом 

развития процесса осолонцевания почв (Габбасова и др., 2013). В целом 

поглотительная способность почв снижается, что определяется не только 

уменьшением количества поглощенных катионов, но и утратой их способности 

обмениваться из-за обволакивания почвенных коллоидов нефтяной пленкой 

(Русанов, Шорина, 2009). Изменения в ППК вызывают сдвиг щелочно-кислотных 

условий, что вызывает подщелачивание исходно кислых и слабо-кислых почв 

(Воеводина и др., 2015; Wang Y. et al., 2013) или подкисление нейтральных почв 

(Сулейманов и др., 2008). Последнее, вероятно, объясняется повышением 

концентрации низкомолекулярных органических кислот, продуцируемых грибной 

микрофлорой, активно развивающейся в нефтезагрязненных почвах. 

Выявлено неоднозначное воздействие нефти и нефтепродуктов на 

активность ферментов почвы, которые накапливаются в ней в результате 

жизнедеятельности микроорганизмов, мезофауны и корневой системы растений, а 

также после их отмирания.  В зависимости от вида загрязнителя, типа почвы, 
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природных условий, группы почвенных ферментов, продолжительности 

загрязнения ферментативная активность может как усиливаться,  так и ослабевать 

(Колесников и др., 2013а, 2013б, 2014; Кутузова и др., 2014; Новоселова  и др., 

2014; Овсянникова и др., 2014; Филатов и  др., 2014; Каримуллин и др., 2016; 

Ковалева, Пукальчик, 2016; Фомина, 2016; Абдусаламова и др., 2017; Dindar et al., 

2015; Klamerus-Iwan et al., 2015; Wang et al., 2017). 

Вместе с нефтью в почвы попадают тяжелые металлы и 

металлоорганические комплексы, в т.ч. содержащие уран, что может привести к 

увеличению радиоактивного фона в загрязненных местах (Газалиев  и др., 2014; 

Мустафин, Трифонов, 2017; Ezeldin et al., 2015).  

 

1.1.2. Влияние нефтяного загрязнения на биологическое разнообразие в 

почвенной среде 

Биологическое разнообразие почвы зависит от состояния обитающих в ней 

сообществ микроорганизмов (бактерии, микроскопические грибы, водоросли) и 

беспозвоночных животных. Поступление нефти вызывает неоднозначные реакции 

этих групп объектов живой природы. 

Микробоценоз. Важнейшим компонентом почвенных экосистем являются 

микроорганизмы, от деятельности которых во многом зависит способность 

нефтезагрязненных почв к самоочищению. Воздействие нефти на комплекс 

почвенных микроорганизмов противоречиво −  она может стимулировать рост 

определенных видов и подавлять развитие других. Углеводороды способны 

влиять на  микроорганизмы напрямую, оказывая  токсическое действие (особенно 

ароматические), или опосредованно, через изменение физико-химических свойств 

почвы (уменьшение доступности элементов минерального питания, ухудшение 

водного и воздушного режимов и пр. (Новоселова  и др., 2014; Воеводина и др., 

2015; Abosede, 2013; Liao et al., 2015a; Richardson et al., 2015). В результате 

поступления нефти изменяется общая численность и структура микробного 

сообщества, и его состав и степень разнообразия зависит как от вида, 

концентрации  и длительности воздействия загрязнителя,  так и от типа почвы и 

https://www.infona.pl/contributor/0@bwmeta1.element.elsevier-bc8a8d33-f9af-3713-ae79-73202cfd0284/tab/publications
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состояния микробоценоза до начала попадания в него поллютаната (Назаров и 

др., 2010; Панов и др., 2013; Чугунова и др., 2014; Кириенко, Имранова, 2015; Liao 

et al., 2015а, 2015b; Silva-Castro et al., 2015; Hajabbasi, 2016;  Liu et al., 2017). В 

целом, при небольших дозах уменьшается численность целлюлозолитических 

микроорганизмов и бактерий, использующих минеральные формы азота,  и 

возрастает количество углеводородокисляющих микроорганизмов (УОМ), но 

также возможна стимуляция развития каждой составляющей микробного ценоза 

(Мазанко и др., 2014; Мязин, 2014; Кузнецова и др., 2017; Liao et al., 2015a, 

2015b). При высоком содержании поллютанта снижается видовое разнообразие и 

плотность всех групп микроорганизмов. Чаще всего наблюдается следующая 

закономерность в развитии сообщества после поступления нефти: вначале 

происходит угнетение групп микроорганизмов, восприимчивых к загрязнению, и 

усиление деятельности УОМ, потом, по мере снижения содержания 

углеводородов в почве, активизация микроорганизмов, жизнедеятельность 

которые ранее была подавлена. Далее, с увеличением срока давности загрязнения 

и  по мере снижения его концентрации начинается постепенное восстановление 

сообщества почвенных микроорганизмов, близкого к исходному (Назаров и др., 

2010, Хазиев, 2012; Залилова и др., 2014; Мелехина и др., 2015; Журавлева и др., 

2017; Liao et al., 2015a, 2015b; Sun et al., 2015). 

Согласно данным исследований (Кирсанов и др., 2010; Лабутова и др., 2010; 

Ерофеевская, 2012), грибные сообщества оказались, в целом, более устойчивыми 

к воздействию нефтяного загрязнения, чем бактериальные. Однако, и для них 

характерны те же процессы − элиминация чувствительных видов  и 

доминирование углеводородокисляющих групп;  подавление роста, а также  

снижение разнообразия грибных комплексов по сравнению с фоновыми почвами 

при  высоких концентрациях нефти  и стимулирование развития при небольшой 

концентрации поллютанта (Корнейкова и др., 2011; Полонская и др., 2011; 

Ерофеевская, 2012). Наиболее распространенными в почвах, содержащих нефть и 

нефтепродукты, являются представители рр. Aspergillus, Penicillium, Fusarium, 

Candida, Mucor, Rhizopus, Alternaria и Trichoderma  (Киреева и др., 2009, 2010а; 
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Нечай, Орозалиева, 2010;  Корнейкова и др., 2011; Полонская и др., 2011; 

Евдокимова и др., 2013; Бакаева и др., 2013, 2014а, 2014б; Кириенко, Имранова, 

2015; Донерьян  и др., 2016; Agu et al., 2014; Benal et al., 2014; Kidibule  et al., 

2014; Dawoodi  et al., 2015; Mbachu et al., 2016). Отмечается тенденция к 

накоплению в нефтезагрязненных почвах фитопатогенных и потенциально 

опасных для человека и животных видов микромицетов (Рафикова, 2010; 

Ерофеевская, 2012; Корнейкова и др., 2012; Бакаева и др., 2014а; Кириенко, 

Имранова, 2015;  Evdokimova et al., 2013).  

Микроводоросли реагируют на нефтяное загрязнение, в общем случае так 

же, как и бактериальное и грибное сообщества, т.е. изменением структуры 

комплекса, которое выражается  падением видового разнообразия и численности,  

а также сменой доминантов. Чем выше концентрация поллютаната, тем меньше 

количество и численность видов, представленных в альгоценозе, иногда даже 

наблюдается его полная деградация (Дубовик и др., 2014, 2015; Неделин, 2015).  

Самыми устойчивыми к  загрязнению являются цианобактерии (Cyanophyta) рр. 

Nostoc, Anabaena, Phormidium, Plectonema   и зеленые водоросли (Chlorophyta) р. 

Chlorococcum (Дорохова, 2011; Зимонина, 2012; Дубовик и др., 2014, 2015; 

Неделин, 2015; Перевалова, Смирнова, 2016; Iliev et al., 2011). Наиболее 

чувствительны к присутствию нефти желто-зеленые (Xanthophyta) и диатомовые 

водоросли (Bacillariophyta), которые исчезают даже при слабом загрязнении. 

Поэтому появление их на нарушенном участке можно рассматривать как признак 

восстановления почвы (Уразбахтина, Шарипова, 2011; Дубовик и др., 2014, 2015). 

Беспозвоночные. Педобионты (простейшие, черви, моллюски, насекомые), 

обладая более сложным строением и более развитыми органами чувств по 

сравнению с микроорганизмами и растениями, способны к широкому диапазону 

ответных реакций на действие нефти и нефтепродуктов, в т.ч. к быстрой 

миграции   с загрязненной территории. Кроме трансформации видового состава и 

численности особей под влиянием различных доз поллютанта,  в сообществах 

беспозвоночных происходит изменение половозрастной структуры и размера 

особей (Мордкович и др., 2014). Наиболее токсичны для педобионтов легкие и 
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летучие фракции нефти (Кибардин и др., 2008; Кузьмин, 2008). 

Установлено, что инфузории обладают высокой чувствительностью даже к 

небольшим концентрациям нефти, что позволяет использовать их в качестве 

биоиндикаторов для определения степени загрязнения (Карташов, 2014; 

Залялетдинова и др., 2016; Залялетдинова, Карташов, 2016). В сообществе 

почвенных инфузорий вначале  возникает  падение численности всех видов из-за 

недостатка воздуха. Следующий этап адаптации к токсическому действию нефти 

характеризуется колебанием количества видов в зависимости от их устойчивости 

и расслоением структуры сообществ, которая также зависит от концентрации. 

Небольшое содержание поллютанта увеличивает численность,  родовое и видовое 

разнообразие, а высокое оказывает  угнетающее влияние, приводящее к 

снижению плотности популяции (Залялетдинова, Полякова, 2015; Кулюкина, 

Карташев, 2017).  

Под влиянием хронического загрязнения в сообществах раковинных амеб 

(тестаций) возникают изменения, которые проходят следующие этапы: начальная 

стадия резистентности, в течение которой сохраняется исходный уровень 

численности особей; стадия колебательного снижения численности и видового 

разнообразия сообществ; депрессивная стадия цистирования и вымирания; 

восстановление  − колебательное повышение численности выживших видов, 

увеличение видового разнообразия тестаций и  построение новой структуры 

сообществ. Повышенные концентрации нефти удлиняют восстановительный 

период у простейших (Карташов, Смолина, 2011; Полякова и др., 2015).  

Изучены адаптивные реакции дождевых червей при хроническом 

нефтезагрязнении: первый этап – частичная гибель и горизонтальная миграция из 

нарушенной области, второй – миграция из приграничных районов, третий – 

постепенное заселение участков, пропорциональное почвообразовательным 

восстановительным процессам. У особей, подвергшихся влиянию нефти и 

нефтепродуктов, независимо от дозы поллютанта, снижается число амебоцитов с 

нормальной формой ядер и увеличивается количество клеток с 

деформированными ядрами (Карташов, Смолина, 2011). При содержании нефти 
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более 2,5-5 г/кг происходит повреждение тканей, изменение физиологического 

состояния и поведенческих реакций (Кузьмин, 2008).  

После обработки инфузорий, дафний, моллюсков и личинок комара нефтью, 

обнаружено наличие эффекта последействия и эффекта отдаленного действия, а 

также проявление компенсаторных реакций в условиях постоянного присутствия 

токсиканта, что свидетельствует от генетической опасности этого вещества для 

живых организмов (Петухова, 2007).  В результате нефтяного загрязнения у 

дафний снижается жизнеспособность и двигательная активность (Петухова и др., 

2017).  

1.1.3. Реакция растений на поступление нефти в почву 

Установлено, что нефть и нефтепродукты неоднозначно влияют на 

растительные организмы. Этот процесс  зависит от типа, концентрации,  

продолжительности воздействия загрязнителя, а также вида растений, почвенно-

климатических условий и агрохимического фона.  Невысокие концентрации 

могут даже стимулировать рост растений, увеличивая всхожесть, длину 

надземной и подземной части, биомассу, ассимиляционную поверхность и 

содержание хлорофилла в листьях (Глязнецова, 2012; Зейферт, Гамерова, 2012; 

Полонский, Полонская, 2013; Усманов и др., 2015; Дубровская и др., 2016;  

Кольцова  и др., 2016; Мязин, Редькина, 2016а; Дмитриева, Петухова, 2017; 

Osuagwu et al., 2013; Appah et al., 2014; Jafari et al., 2018; Zamani et al., 2018). 

Более высокое содержание поллютаната снижает скорости прорастания и 

количество семян, тормозит рост и смещает фазы развития растений (Глязнецова, 

2012; Лукина, Тупицина, 2014; Донец, Должанкина, 2014; Донец, 2015; Кольцова  

и др., 2015, 2016; Лабузова и др., 2016; Мязин, Редькина, 2016а; Дмитриева, 

Петухова, 2017; Hawrot-Paw, Bąkowska, 2014; Iyagba, Offor, 2014; Baruah et al., 

2014; Nwite, Alu, 2015; Rusin  et al., 2015; Athar et al., 2016;  Iqbal  et al., 2016; 

Zamani et al., 2018). 

Положительное влияние нефти может объясняться действием стимуляторов 

роста растений, содержащихся в ней, улучшением питания растений за счет 

разложения ее органических компонентов и уменьшением конкуренции между 
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ними из-за прореживания травостоя при поступлении в почву поллютаната 

(Шилова, 1988). Отрицательное воздействие нефти  имеет как прямой, так и 

опосредованный характер. Прямое токсическое воздействие нефти проявляется в 

быстром разрушении тканей растений и  зависит от ее фракционного состава, 

особенно от содержания ароматических углеводородов (Гринчишин, 2016). 

Отмечаются многочисленные изменения в морфологическом строении растений, 

выросших в грунтах, загрязненных углеводородами (Baruah et al., 2014; Dupuy et 

al., 2015; Athar et al., 2016; Kitamura, Maranho, 2016).  Отрицательный эффект в 

отношении семян связан  со снижением их  способности к прорастанию и тоже 

зависит от наличия аренов. По мнению (Кулагин и др., 2011), это  связано с более 

высокой растворимостью данных соединений в почвенной воде, в результате чего 

они оказывают более сильное воздействие на семена растений.    

Нефть может изменять среду обитания растений путем ухудшения 

воздухообмена, гидрофобизации почвенных частиц, увеличения глыбистости 

почвы и пр. (Полонский, Полонская, 2013; Hajabbasi et al., 2016) или 

провоцировать нарушения функционирования почвенного биоценоза, 

отрицательно сказывающиеся на растениях. Например, при нефтяном загрязнении 

отмечается возрастание количества почвенных грибов, продуцирующих токсины, 

которые угнетают и вызывают гибель растений (Колесников и др., 2007; Киреева  

и др., 2008; Рафикова, 2010).  

Противоречивые данные об ответных реакциях растений на нефтяное 

загрязнение, полученные разными авторами, свидетельствуют о большей 

значимости опосредованного влияния (как стимулирующего, так и угнетающего), 

так как оно, в отличие от прямого действия, обусловлено множеством других 

экологических факторов и может значительно варьировать в зависимости от 

окружающих условий (Назаров, 2007). 

Содержание и развитие растений в присутствии нефти и нефтепродуктов 

приводит к нарушению их морфо-физиологической и генетической стабильности. 

Это проявляется во всевозможных  эффектах отдаленного действия и 

последействия, а также в различных компенсаторных реакциях в условиях 
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хронического загрязнения (Петухова, 2007; Петухова и др., 2014; Dupuy et al., 

2015). Степень выраженности нарушений увеличивается при действии нефти с 

высоким содержанием ароматических углеводородов. Максимальный 

угнетающий эффект выявлен при учете показателей развития корневой системы 

(смена мочковатой корневой системы на стрежневую, редукция корневых 

волосков, утолщение эпидермы, возрастание числа ксилемных элементов и пр.) 

(Петухова, 2007; Кольцова  и др., 2016; Kitamura, Maranho, 2016). Согласно 

исследованиям (Осипова, Петухова, 2014; Петухова и др., 2017), нефть оказывает 

повреждающее действие и на клеточном уровне − у растений в условиях 

нефтезагрязнения зафиксировано увеличение содержания шиффовых оснований и 

уменьшение концентрации флавоноидов и фенольных соединений в клетках. 

Выявлено, что нефтяное загрязнение почв снижает количество пигментов в 

ассимилирующих органах растений, что приводит к падению активности  

процессов фотосинтеза и, как следствие, минимизации прироста органического 

вещества (Ланкин и др., 2014; Корчагина, 2015; Шаяхметова и др., 2017; Emengini 

et al., 2013; Baruah et al., 2014; Arellano et al., 2015, 2017; Athar et al., 2016;  Lassalle 

et al., 2018). Вероятно, это связано с тем, что под действием углеводородов, 

например  нафталина, в листьях растений происходит нарушение липидного 

бислоя мембраны плазмалеммы, а затем и липидного бислоя мембран клеточных 

органелл, в т.ч. хлоропластов. Изменение проницаемости мембран вызывает   

снижение содержания фотосинтетических пигментов и ингибирование процессов 

фотосинтеза (Ланкин, 2016).  

Установлено отрицательное влияние нефтяного загрязнения на состояние 

фитоценозов, которое проявляется в снижении общего проективного покрытия, 

уровня видового и генетического разнообразия, продуктивности и запасов 

фитомассы, а также в  смене одних экоморфных групп другими (Емельянова и 

др., 2012; Петухова, 2016; Arellano et al., 2015, 2017).  

Одни и те же концентрации нефти и нефтепродуктов в одних и тех же 

условиях неодинаково действуют на различные растения.  Наиболее устойчивы 

многолетние взрослые растения, способные к вегетативному размножению 

https://pubs.acs.org/author/Lassalle%2C+Guillaume
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(Назаров, 2007, 2013). В результате многочисленных исследований было 

выявлено большое количество видов, которые можно использовать для 

фиторемедиации нефтезагрязненных почв. Среди них встречаются дикорастущие 

и окультуренные (Киреева и др., 2011а; Григориади, Султанова,  2014; Ikeura et 

al., 2015; Liao Ch. et al., 2015; Noori et al., 2015; Shtangeeva et al., 2018), как 

травянистые, так и древесные виды (Халилова, Юнусова, 2017; Cook, Hesterberg, 

2013; Limmer  et al., 2018; Saum et al., 2018). Более подробно о растениях-

фитомелиорантах будет написано в разделе 1.2.2.3, посвященном 

фиторемедиации.  

В целом, можно утверждать, что нефть и нефтепродукты в подавляющем 

большинстве случаев негативно воздействуют на все характеристики почвы. Под 

влиянием этих поллютантов ухудшаются ее агрофизические, агрохимические 

свойства, снижается активность окислительно-восстановительных и 

гидролитических ферментов, а также обеспеченность подвижными формами азота 

и фосфора. Загрязнение приводит к изменению численности микроорганизмов 

основных физиологических групп, подавлению биологической активности почвы 

и деградации биоценозов. В результате нарушения почвенного покрова и 

растительности усиливаются нежелательные природные процессы – эрозия, 

деградация, криогенез, которые   приводят к снижению или полной потере 

плодородия почвы.  

 

1.2. Рекультивация нефтезагрязненных почв 

На сегодняшний день загрязнение почвы  нефтью и нефтепродуктами 

является одной из самых острых экологических проблем, приводящей  к 

большому числу негативных последствий.  Среди них изменение 

морфологических, физико-химических и химических характеристик почвы; 

уменьшение ее аэрируемости и дренажа; снижение биологической активности и 

способности к самоочищению и самовосстановлению; нарушение экологического 

равновесия в почвенном биоценозе; деградация растительного покрова и 

депрессия функциональной активности флоры и фауны; выведение большого 
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количества земель из сельскохозяйственного оборота вследствие снижения или 

полной потери их продуктивности (ГОСТ …,  2017). Естественное самоочищение 

почвы от антропогенного загрязнения – длительный процесс, особенно в регионах 

с умеренным и холодным климатом (Алексеев, 2011). Поэтому для ликвидации 

последствий нефтяного воздействия и мобилизации внутренних ресурсов 

экосистемы на восстановление своих первоначальных свойств и функций  

применяют рекультивацию. Под этим термином понимают мероприятия по 

предотвращению деградации земель и (или) восстановлению их плодородия 

посредством приведения в состояние, пригодное для использования в 

соответствии с целевым назначением, в том числе путем устранения последствий 

загрязнения почв, восстановления плодородного слоя, создания защитных лесных 

насаждений (Земельный кодекс …, 2001). Проведение работ по рекультивации 

нарушенных почв и грунтов предусмотрено в Федеральном законе "Об охране 

окружающей среды", Земельном и Лесном кодексах Российской Федерации 

(Федеральный закон …2002; Земельный кодекс …, 2001; Лесной кодекс …, 2006). 

Деятельность, связанная с загрязнением земель нефтью и нефтепродуктами, 

регламентируется постановлениями Правительства РФ (Постановление 

Правительства … 2000, 2002, 2014) и  другими нормативными документами 

(Охрана природы…, 2008; ГОСТ …, 2017).  Сроки и методы проведения 

мероприятий по рекультивации зависят от масштабности и характера загрязнения, 

давности разлива, типа загрязненной территории, степени ее биологической 

активности и состояния растительности на конкретном участке (ГОСТ …, 2017).  

Все работы по рекультивации классифицируют на категории ex situ и in 

situ. Первые включают в себя обязательное удаление загрязненной почвы и её 

последующую транспортировку на площадку обработки и складирования. 

Экскавация позволяет использовать более сложные, быстрые  и эффективные 

методы очистки, однако такие технологии не приемлемы при больших площадях 

загрязнения и труднодоступности участка. К тому же, изъятие земель вызывает 

искажение морфологической структуры обрабатываемой территории и нарушение 

течения поверхностных и подземных вод, а во время удаления и перемещения 

http://docs.cntd.ru/document/901808297
http://docs.cntd.ru/document/901808297
http://docs.cntd.ru/document/744100004
http://docs.cntd.ru/document/902017047
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загрязненных грунтов персонал, вовлеченный в работу, может быть подвержен 

отрицательному влиянию нефти и нефтепродуктов.  

Технологии in situ применяются  непосредственно на месте загрязнения, что 

обеспечивает существенную экономию средств и снижает риск воздействия 

поллютантов на человека и окружающую среду во время извлечения и 

транспортировки почв. Основной сложностью при использовании таких приемов 

является гетерогенная природа грунта очищаемого участка, как с геологической 

точки зрения, так и с точки зрения распространения загрязнения.  

Согласно (ГОСТ …, 2017) рекультивацию нефтезагрязненных земель 

рекомендуется проводить последовательно в два этапа: технический и 

биологический. 

1.2.1. Технический этап рекультивации  

Технический этап рекультивации почвы после нефтяного разлива 

предусматривает комплекс работ по максимальному сдерживанию 

 распространения загрязнения, а также организации рельефа и ландшафта 

затронутой территории (в т.ч. вырубка растительности), позволяющей 

максимально оперативно провести работы по ликвидации аварийной ситуации и 

рекультивации нарушенных грунтов (ГОСТ …, 2017). Ограничение 

распространения нефти осуществляют с помощью таких технологических 

приемов как обваловка; установка барьеров, дамб, гидрозатворов, ограждающих 

каналов и бонов, которые могут  применяться на заболоченных территориях, а 

также на землях с развитой сетью поверхностных водоемов; сбор нефти с 

поверхности почвы  с помощью специальных средств, машин и механизмов (эти 

приемы часто относят к механическим методам очистки нефтезагрязненной 

почвы). Кроме того, для купирования разливов используют химические 

препараты:    эмульгаторы для создания эмульсий с целью диспергирования нефти 

и ускорения ее разложения;     отвердители для придания ей густой консистенции 

и последующего механического удаления; моющие средства для смывания 

нефтяных пленок и пятен с загрязненных участков. В результате применения 
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химических средств происходит значительное сокращение площади разлива 

(утолщение пленки), отвердение нефти (гелеобразование), превращение ее в 

резиноподобную массу, легко удаляемую механическими средствами. Такое 

загущение позволяет надежно локализовать на земле нефтяное пятно. 

После проведения ограничительных мероприятий иногда производят 

механический сбор загрязненного грунта и вывоз его на свалку для естественного 

разложения или засыпку свежезагрязненной почвы песком или торфом, после 

чего осуществляют перепахивание или рыхление. При таком варианте «очистки» 

происходит захоронение и консервация нефти в нижних почвенных слоях, где 

условия для протекания процессов деструкции углеводородов и естественного 

самоочищения почвенной среды хуже. Это приводит к образованию 

внутрипочвенных потоков нефти и загрязнению грунтовых вод (Кузнецов и др., 

2012; Клещенок и др., 2012). Оба этих способа создают очаги вторичного 

загрязнения окружающей среды. 

Кроме механических методов очистки возможно применение  физико-

химических методов, к которым относят:  промывку земли с применением 

поверхностно-активных веществ (ПАВ);  вентиляцию грунта с помощью 

дренажных систем (Thomé et al., 2014);   экстракцию загрязнителей летучими 

растворителями в промывных барабанах с последующей отгонкой остатков 

растворителей паром (Трофимов, 2013);  сорбцию (Фокина и др., 2014; Шагиев и 

др., 2016; Сулименко и др., 2017; Федотова, Мелкозеров, 2017;  Цомбуева и др., 

2017); термические десорбцию и деструкцию, в процессе которых происходит 

выпаривание углеводородов (Трофимов, 2013; Tatano et al., 2013; Falciglia, 

Vagliasindi, 2015);  электрохимическую обработку с помощью погружных 

электродов, на которые осаждаются загрязняющие вещества (Пряничникова и др., 

2016; Пряничникова, 2018); очистку ультразвуком, вызывающим кавитацию, под 

воздействием которой твердые частицы удаляются с поверхности почвы (Hu et al., 

2014; Li Х. et al., 2014);  сжигание (Трофимов, 2013). 
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Недостатками механических и физико-химических методов являются 

высокие экономические, энергетические затраты, сложное аппаратурное 

оформление и негативное воздействие на окружающую среду, которое 

проявляется в  уничтожении плодородного слоя почвы, трансформации одних 

веществ в другие, вред от которых иногда оказывается еще больше, чем 

возможный ущерб от загрязнения нефтью, а также в образовании вторичных 

отходов, в свою очередь, нуждающихся в утилизации (Смольникова и др., 2011; 

Халилова, Елизарьева, 2016; Koshlaf,  Ball, 2017). 

 

1.2.2. Биологический этап  рекультивации  

После проведения технических операций по предотвращению 

распространения загрязнителя, снижению его содержания, организации рельефа 

очищаемой территории (удаления мусора, поврежденной растительности, 

выравнивания поверхности и пр.), приступают к биологическому этапу 

рекультивации.  Его целью является возвращение нефтезагрязненным землям 

хозяйственной и экологической ценности путем улучшения их агрофизических, 

агрохимических, биохимических и других свойств и создания условий для 

последующего восстановления видового разнообразия флоры и фауны. Это 

достигается с помощью комплекса агротехнических, агрохимических, 

биотехнологических  и фитомелиоративных  мероприятий (ГОСТ …, 2017; 

Varjani, 2017a, 2017b). Выбор способов биологической рекультивации происходит 

с учетом природно-климатических условий, биоразнообразия, достигнутых 

параметров очищения на предыдущем техническом этапе, экономической и 

экологической целесообразности, целевого назначения и разрешенного 

использования земель (ГОСТ …, 2017). Иногда для улучшения качества очистки 

допустимо предварительное разбавление сильно загрязненного грунта чистой 

почвой, песком, опилками или соломой.  

Темпы биодеградации углеводородов зависят от множества факторов, и для 

увеличения эффективности процесса требуется оптимизация условий для роста и 
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развития  микроорганизмов и растений, для чего применяют различные 

агротехнические и агрохимические приемы. 

Важную роль при биоразложении нефти и нефтепродуктов играет 

кислотность нефтезагрязненных почв, т.к. значения рН, близкие  к нейтральным, 

являются   наиболее оптимальными для жизнедеятельности почвенных 

микроорганизмов и растений (Prabhakaran et al., 2014; Suja et al., 2014; Varjani, 

Upasani, 2017a).  Поддержание почвы во влажном состоянии улучшает 

агрохимические свойства земель, в частности, влияет на подвижность 

питательных веществ, микробиологическую деятельность и активность 

биохимических процессов (Клещенок и др., 2012; Насырова и др., 2017; Hajabbasi, 

2016; Alavi et al., 2017). Для улучшения водно-воздушного режима 

рекультивируемого грунта, разрушения битумных корок на поверхности почвы и 

измельчения отмершей древесно-кустарниковой растительности применяют 

различные приемы механической обработки (рыхление, фрезерование и пр.) 

(Hajabbasi, 2016; Alavi et al., 2017). С целью интенсификации биодеградации 

углеводородов и ускорения роста растений,  в почву вносят органические и 

минеральные удобрения, биогенные добавки, содержащие такие элементы, как 

азот, фосфор, калий (Логинов и др., 2009; Мязин, 2014; Пунтус и др., 2015; Suja et 

al., 2014; Agarry,  Latinwo, 2015).  

Еще одним значимым параметром, определяющим темпы 

микробиологического разложения нефти и нефтепродуктов в почве, является  

температура,  оптимальным значением которой считается 20-37°С, хотя  

некоторые исследователи полагают, что биодеградация более эффективна при 30-

40
о
С, т.к. повышенная температура уменьшает вязкость и увеличивает 

растворимость углеводородов, ускоряет диффузию гидрофобных загрязнителей и 

тем самым повышает скорость их биоокисления (Koshlaf,  Ball, 2017; Yuniati, 

2018). При низких температурах интенсивность биодеструкции падает, что 

связывают со снижением ферментативной активности (Bisht et al., 2015). 

Кроме вышеперечисленного, на процесс биодеструкции нефти в почве 

влияют такие  факторы как деятельность аборигенной микробиоты, концентрация, 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0964830514000651?via%3Dihub#!
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химическая структура и биодоступность поллютанта, а также  возраст 

загрязнения (Koshlaf,  Ball, 2017; Al-Hawash et al., 2018c; Yuniati, 2018).  

 

1.2.2.1. Технологии биоремедиации нефтезагрязненной почвы 

Одновременно с агротехническими мероприятиями по улучшению свойств 

почвы или сразу после них приступают к биоремедиации, под которой понимают   

комплекс методов очистки, основанный на использовании биохимического 

потенциала биологических объектов (микроорганизмов, водорослей, высших 

растений, червей) для детоксикации поллютантов или снижения их концентрации 

в окружающей среде.  Преимущество биоремедиационных технологий связано с 

возможностями живых организмов, особенно микроорганизмов (Fukuhara et al., 

2013; Shankar et al., 2014; Varjani, 2017a), метаболизировать в той или иной 

степени огромное число различных органических веществ, а также с их 

безопасностью  для экосистем и  отсутствием в результате их деятельности 

вторичных отходов и загрязнителей (Назаренко и др., 2018; Ivshina et al., 2015; 

Vodyanitskii et al., 2016). Кроме того, стоимость биоремедиации намного меньше 

по сравнению с механическими и физико-химическими способами (Orellana et al., 

2017). К недостаткам биологических процессов очистки и восстановления почв 

относятся невысокая скорость биодеградации токсиканта, зависимость от 

почвенных и климатических условий (Янкевич и др., 2015).  

Согласно принятой международной классификации, биоремедиационные 

технологии делятся на три группы (Янкевич и др., 2015; Varjani, Upasani, 2017а).  

При биоремедиации on site загрязненная почва остается на месте, что 

позволяет существенно снизить затраты на очистку, только при необходимости 

механически снимается верхний, сильно загрязненный слой. Суть технологии 

состоит либо в активации аборигенной микробиоты, обладающей способностью к 

окислению нефтяных углеводородов (биостимуляция), либо во  внесении в места 

загрязнения специальных микроорганизмов-нефтедеструкторов, часто в составе 

биопрепаратов (биодополнение,  аугментация) (Яппаров и др., 2012; Мадякина и 

др., 2017; Roy et al., 2014; Suja et al., 2014; Szulc et al., 2014;  Wu et al., 2016). 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0964830514000651?via%3Dihub#!
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При биоремедиации ex situ  производят извлечение загрязненной почвы и 

ее очистку либо за счет биостимулирования аборигенной микробиоты 

агротехническими приемами (рыхление, внесение минеральных удобрений, 

полив) или обработки биопрепаратами-нефтедеструкторами одновременно с 

поливом и внесением удобрений (Guarino et al., 2017), либо путем отмывания  и 

проведения агротехнических мероприятий, биоаугментации и фиторемедиации, 

либо проедением жидкофазной или твердофазной ферментации в биореакторах с 

добавлением биогенных элементов в аэробных или анаэробных условиях.  

При биоремедиации in situ для стимуляции жизнедеятельности почвенных 

микроорганизмов и миграции загрязнителей в зону дерна и корневой ризосферы 

проводят нагнетание воздуха через скважины, который потом очищается в 

специальных установках. При реализации этих методов, кроме насыщения 

воздухом, применяют биогенные элементы и добавки (обычно биологически 

совместимые поверхностно-активные агенты), способствующие десорбции 

адсорбированных на частицах почвы загрязняющих веществ и увеличению их 

биодоступности для аборигенной или интродуцированной микробиоты (Янкевич 

и др., 2015; Thomé et al., 2014; Lim et al, 2016; Guarino et al., 2017). 

 

1.2.2.2. Очистка нефтезагрязненной почвы с помощью биопрепаратов 

Как уже было сказано выше,  биоремедиация включает в себя мероприятия 

по очистке почв с помощью биологических объектов, при этом ведущую роль в 

этом процессе играют микроорганизмы, способные утилизировать углеводороды 

в процессе своей жизнедеятельности (Хоменко, Ногина, 2015; Udgire et al., 2015; 

Wolińska et al., 2016). Это свойство связывают с наличием у них ферментной 

системы оксигеназ, позволяющей им включать молекулярный кислород 

непосредственно в углеводород, образуя при этом окисленные соединения. В 

результате этого углерод из нефти и нефтепродуктов  частично преобразуется в 

углекислый газ, метан, частично переходит в биомассу клеток,  частично 

трансформируется в гумус и закрепляется в почве (Ron, Rosenberg, 2014). При 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653516317118#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653516317118#!
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Woli%26%23x00144%3Bska%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27076689
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биоремедиации нефтезагрязненных почв посредством микроорганизмов 

используют два основных приёма (Lim et al., 2016; Wu  et al., 2016; Yuniati, 2018):  

− биостимуляция – активация аборигенной нефтеокисляющей микробиоты  

путем внесения удобрений (минеральных и органических) и агротехнических 

приемов (рыхление, полив, добавление структураторов и пр.) (Agarry, Latinwo, 

2015; Naowasarn, Leungprasert, 2016; Benyahia, Embaby, 2016; Adekunle et al., 

2017); 

– биоаугментация (биодополнение) – внесение культур нефтеокисляющих 

микроорганизмов (в основном в виде биопрепаратов), способных к деструкции 

углеводородов. Применение интродукции целесообразно, когда численность 

аборигенных микроорганизмов мала или они не способны к деградации всего 

спектра (или его большей части) углеводородсодержащих веществ, составляющих 

субстанцию загрязнителя, или процесс его разложения протекает с низкой 

скоростью, что характерно для регионов с холодными климатическими условиями 

(Алексеев, 2011).  Также внесение дополнительного количества микроорганизмов 

совершенно необходимо  в случаях аварийных разливов нефти и нефтепродуктов, 

когда местная микробиота испытывает токсический шок от залпового воздействия 

поллютанта.  

Несмотря на то, что в нашей стране разработано много биопрепаратов-

нефтедеструкторов (Водянова и др., 2010; Киреева и др., 2010б; Рогозина и др., 

2010; Барахнина, 2011; Кузнецов и др., 2015а; Морозова и др., 2015), большая 

часть из них не применяется.  Наиболее известны такие биопрепараты как 

«Путидойл» (P. putida) (Дядечко и др., 1984, 1990), «Деворойл» (дрожжи р. 

Candida и бактерии Rhodococcus sp., R. maris, R. еrythropolis, Alcaligenes sp. и P. 

stutzeri) (Борзенков и др., 1994), серия биопрепаратов «Биодеструктор» (Валентис, 

Аллегро, Торнадо, Лидер) (каждый препарат содержит по одному какому-либо 

штамму Acinetobacter bicoccum, Acinetobacter valentis, Arthrobacter sp., 

Rhodococcus sp.) (Мурзаков и др., 1993),  «Дестройл» (Аcinetobacter sp.) (Ихсанов, 

Ихсанова, 2000), «Универсал»  (дрожжи Rhodotorula glutinis и бактерии R.  equi (3 

штамма)  (Маркарова, 2004; Киреева, 2012;  Мелехина и др., 2016), «Лессорб-

https://www.tandfonline.com/author/Naowasarn%2C+S
https://www.tandfonline.com/author/Leungprasert%2C+S
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био» (Mycobacterium flavescens, Mycobacterium sp., Rhodococcus sp., Acinetobacter 

sp.)  (Чугунов и др., 2002), «Родер» (R. rubber и R. еrythropolis) (Мурыгина и др., 

2001, 2007; Албулов и др., 2013; Мелехина  и др., 2016; Murygina et al., 2005; 

Gaydamaka, Murygina, 2013), «Экойл» (Mycobacterium flavescens, Mycobacterium 

sp., Rhodococcus sp., Acinetobacter sp.) (Холоденко и др., 2002),  биопрепараты 

серии «Нафтокс» (Mycobacterium phlei, P. aeruginosa, Rhodococcus sp. или только 

P. aeruginosa или только P. citronellolis) (Белонин и др., 1994; Рогозина, 2010; 

Рогозина и др., 2013а, 2013б, 2014),  «Биоойл» (Enterobacter sp., Saccharometes sp., 

Bacillus sp. (2 штамма)) (Алексеев и др., 2008), «Микробак» (Pseudomonas sp., Р. 

рutida, Rhodococcus sp. (2 штамма)) (Филонов и др., 2007б, 2010а; Филонов, 2016; 

Ветрова и др., 2013а). Некоторые биопрепараты рекомендованы не только для 

очистки почвы, но и для водных сред, а также для обезвреживания нефтяных 

шламов (см. раздел 2.4 и 4.3). 

Основой биопрепаратов являются один или несколько штаммов 

микроорганизмов-деструкторов, эффективно разлагающих углеводороды нефти. 

В последнее время всё чаще используют биопрепараты, состоящие из нескольких 

штаммов, т.к. интродукция монокультуры УОМ не может полностью решить 

проблему очистки от такого сложного многокомпонентного загрязнителя, 

которым является нефть.  Полибактериальные препараты, содержащие штаммы, 

относящиеся к разным таксономическим группам и  отличающиеся по скорости 

роста,  спектру потребляемых субстратов и особенностям метаболизма, имеют 

более широкие адаптационные и  экологические возможности (Ветрова и др., 

2013б; Брянская и др., 2014; Ильичева и др., 2014; Poi et al., 2017; Zhan et al., 

2017). Также между членами ассоциации возможны синергетические 

взаимодействия. Например, один из них может удалять токсичные для других 

промежуточные продукты окисления углеводородов или выделять метаболиты, 

которые являются факторами роста для иных штаммов.  Таким образом,  при 

применении микробных ассоциаций (консорциумов), как природных, так и 

искусственно разработанных, биодеградация нефти происходит полнее и за 

меньшие сроки (Ильичева и др., 2014; Хидиятуллина, 2014; Делеган и др., 2016а, 
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2017; Салтынбаев  и др., 2017; Хасенова и др., 2017; Alkhatib et al., 2011; Guizhou 

et al., 2013; Zaki, Fawzi, 2013; Suja et al., 2014; Poi et al., 2017; Zhan et al., 2017).  

Также в состав биопрепаратов могут входить сорбенты, носители, 

стабилизаторы, консерванты, ферменты, поверхностно-активные вещества, 

различные органические и минеральные вещества (Морозова и др., 2015; Белик, 

2017; Салтыкова и др., 2017).  

Микроорганизмы и их ассоциации, являющиеся основой биопрепаратов для 

очистки окружающей среды от нефти и нефтепродуктов, обязаны соответствовать 

ряду требований и обладать такими свойствами как: высокая эффективность; 

безопасность для человека и окружающей среды; устойчивость к воздействию 

неблагоприятных факторов окружающей среды. Биопрепараты не должны 

ухудшать экологическую обстановку на восстанавливаемой территории.  Они не 

могут подавлять аборигенную микробиоту, способствовать эвтрофицированию 

водоемов или вторичному загрязнению объекта за счет повышенной биомассы 

интродуцированных микроорганизмов, а также  увеличивать дозу внесения 

удобрений в почву (Водянова и др., 2010; Киреева и др., 2010б; Рогозина и др., 

2010; Барахнина, 2011; Кузнецов и др., 2015а). Кроме того, биопрепараты должны 

 быть изготовлены в соответствии с техническими условиями и снабжены 

подробной инструкцией по применению, иметь разрешение к использованию 

согласно  законодательству РФ, а также быть удобными для перевозки любыми 

доступными видами транспорта на любые расстояния (ГОСТ …, 2017). 

В  настоящее время биопрепараты нефтеокисляющего действия 

изготавливают в трех основных формах (ГОСТ …, 2017):   жидкая 

(несепарированная биомасса после ферментации с массовой долей влаги до 99% 

и титром живых клеток 10
7
-10

8
 в 1 мл);  пастообразная (сепарированная биомасса 

с массовой долей влаги до 30% и титром живых клеток до 10
9
-10

10
 в 1 мл), 

которая  может нуждаться в предварительной активизации перед применением и 

используется в виде водного раствора;   сухая (лиофилизированная или 

распылительно высушенная в токе теплого воздуха биомасса влажностью от 3 до 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0964830514000651?via%3Dihub#!
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5% и числом клеток до 10
9  

в 1
 
г). Эта форма требует обязательной активизации 

перед использованием, т.е. добавления воды и барботирования водного раствора 

препарата в присутствии минеральных и органических добавок в течение 

некоторого времени. Также готовые биопрепараты могут быть нанесены на 

органические и минеральные носители (их смеси). В таком виде они не требуют 

предварительной активизации и могут вноситься в почву и в воду в 

нерастворенном виде одновременно с удобрениями. 

Из-за сложного   многокомпонентного состава нефти, который сильно 

варьируется в зависимости от  месторождения, резких различий в химических 

свойствах между нефтью и нефтепродуктами, а также по причине неодинаковых 

природно-климатических и гидротермических условий районов добычи, 

переработки и хранения нефти и нефтепродуктов, невозможно   создание какого-

то одного универсального биопрепарата-нефтедеструктора. Поэтому работы по 

разработке биопрепаратов для очистки окружающей среды от нефтяного 

загрязнения и технологий их применения по-прежнему будут оставаться 

актуальными.  

1.2.2.3. Фиторемедиация 

Фиторемедиация, т.е. очистка и восстановление окружающей среды с 

помощью растений, широко используется и как самостоятельный прием, 

способствующий удалению из почвы загрязняющих веществ, и как завершающий 

этап многоступенчатых рекультивационных технологий, необходимый для 

полноценной интеграции восстанавливаемого участка в окружающий ландшафт 

(Янкевич и др., 2015; Fester et al., 2014; Al-Baldawi et al., 2015; Ijaz et al., 2015; Lim 

et al., 2016; Lifshits et al., 2017). Эта технология не предусматривает экскавации 

грунта и может применяться на больших площадях, что особенно важно в 

условиях нашей страны. Она способствует улучшению качества и структуры 

почв, а также защите их от эрозии; уменьшает объемы отходов, отправляемых на 

свалки; применима к широкому кругу токсикантов (тяжелые металлы, стойкие 

органические загрязнители, нефтяные углеводороды, ПАУ и пр.); не требует 
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дорогостоящего оборудования и высококвалифицированного персонала; 

относительно дешева. Например, на фиторемедиацию в США тратится 100-150 

млн. долларов в год, что составляет 0,5% всех затрат на очистку окружающей 

среды (для сравнения – затраты на биоремедиацию с использованием бактерий 

составляют 2%) (Степанова и др., 2017).  Преимущества фиторемедиации как 

экономически выгодной, экологически  безопасной и эстетически 

привлекательной биотехнологии восстановления загрязненных территорий in situ, 

нашедшей широкое одобрение у общественности,  показаны в большом 

количестве исследований (Муратова, 2013; Егорова  и др., 2014; Копцик, 2014; 

Кузнецов и др., 2015б; Ульрих, Тимофеева, 2016; Muratova et al., 2010; Kang J.W., 

2014; Chen et al., 2015; Benson  et al., 2017; Fatima et al.,  2017; Wang et al., 2017).  

К недостаткам фиторемедиации относится ее пригодность только для 

территорий с низким уровнем загрязнения,  зависимость от климатических и 

сезонных условий и отсутствие   эффективности при повреждении растительности 

болезнями или вредителями. Ее применение ограничивается растворимостью и 

доступностью поллютантов,  а также  степенью устойчивости растений к их 

воздействию, т.е. способностью выживать в неблагоприятных условиях 

загрязнения  и  наращивать биомассу и степень проективного покрытия (Копцик, 

2014; Кузнецов и др., 2015а, 2015б; Wang et al., 2017). К растениям, используемым 

для очистки окружающей среды, предъявляются определенные требования: 

толерантность к высоким концентрациям поллютантов; способность поглощать и 

аккумулировать их в высоких концентрациях; способность к транспорту их из 

корневой системы в надземную утилизируемую биомассу; высокая скорость 

роста, достаточно большая биомасса и крупные размеры; глубоко разрастающаяся 

корневая система; высокая  сопротивляемость к болезням и вредителям; удобство 

для уборки и непривлекательность для животных (Киреева и др., 2011б). 

Во многих лабораториях мира проводятся масштабные исследования 

различных видов растений, которые могут быть использованы в рекультивации 

загрязненных нефтью почв.  Растения-фиторемедианты наиболее широко 

представлены среди таких семейств, как злаковые (Ерофеевская, Глязнецова, 
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2012; Григориади и др., 2013; Гаврилин, Шигапов, 2015; Красноперова, 2015; 

Томский и др., 2015; Мязин, Редькина, 2016а, 2016б;  Синдерева и др., 2016; 

Шулаев и др., 2016, 2017; Степанова и др., 2017;  Afzal  et al., 2013, 2014; Han et 

al., 2016; Shahsavari et al., 2016; Alavi et al., 2017; Patel, Patra, 2017; Płociniczak et 

al., 2017) и бобовые (Назаров, 2013; Пахарькова  и др., 2015; Федорова и др., 2015; 

Noori et al., 2012; Baruah et al., 2016; Marchand et al., 2016; Alavi et al., 2017; 

Balliana  et al., 2017; Muratova et al., 2018;  Saum et al., 2018). Для очистки почв от 

нефти и нефтепродуктов предлагают высаживать представителей семейств 

зонтичные (Баширова и др., 2012), осоковые (Basumatary et al., 2012; Bordoloi, 

Basumatary, 2015), рогозовые (Шулаев и др., 2016, 2017; Ijaz et al., 2015), 

амарантовые (Moubasher et al., 2015), эвкалиптовые (Taheria et al., 2018), 

молочайные (Singha, Pandey, 2017) и пр. С этой же целью можно использовать  

смеси трав − газонных или дикорастущих (Красноперова, 2015; Синдерева и др., 

2016). 

Показано, что деревья (тополь, ива, мескит, акация, сосна, эвкалипт) 

обладают быстрым ростом, глубоким укоренением, высокой транспирацией и  

гипераккумуляциией нефтепродуктов, а  злаки образуют множество корней в 

поверхностном слое почвы, что способствует  ее устойчивости к эрозии и 

связыванию углеводородов (Халилова, Юнусова, 2017; Cook, Hesterberg, 2013; 

Lim  et al., 2018; Saum et al., 2018; Taheria et al., 2018).  

Основными методами  очистки от загрязнений с помощью растений 

являются (Горшков, 2010; Киреева и др., 2011б; Копцик, 2014; Степанова  и др., 

2017; Frick et al., 1999; Materac  et al., 2015; Lim et al., 2016; Liang et al., 2017; 

Fatima et al.,  2017):  

  – фитостабилизация (фитоэкстракция,  фитоаккумуляция) – поглощение 

корневой системой растений загрязняющих веществ из почвы или грунтовых вод 

с последующей транслокацией  и  накоплением их в биомассе наземных органов;  

– фитодеградация (фитотрансформация)  – способность растений 

осуществлять ферментативную внутреннюю деградацию токсикантов путем 

характерных для растительных клеток метаболических превращений либо  
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разлагать нефтепродукты под действием корневых выделений (внешняя 

деградация); 

– фитоиспарение (фитоволатилизация)  – поглощение растением из почвы 

или воды поллютанта с выделением его в атмосферу в процессе транспирации, 

после чего он рассеивается до безопасных концентраций или подвергается 

фотоокислению;  

– гидравлический контроль (фитогидравлика). Это промежуточный метод 

между тремя вышеуказанными, основанный на том, что древесное  растение  с 

хорошо развитой корневой системой (тополь, береза, ива, эвкалипт) «вытягивает» 

из грунтовых вод и потребляет вместе с влагой загрязняющее вещество, которое 

оно в дальнейшем  может либо разрушать, либо испарять; 

– ризодеградация, принцип которой  состоит в том, что разложение 

загрязняющих веществ производится не растением, а микроорганизмами, 

обитающими в непосредственной близости к его корням, т.е. в ризосфере. Роль 

растения заключается в значительном усилении эффективности работы 

микроорганизмов за счет биологически активных корневых выделений. Более 

подробно микробно-растительные взаимодействия в процессе очистки 

нефтезагрязненных почв будут рассмотрены в разделе 6.4. 

По мнению ряда исследователей (Megharaj et al., 2011; Lifshits et al., 2017; 

Wang et al., 2017), фиторемедиацию следует применять в комплексе с другими 

методами биоремедиации и небиологическими технологиями очистки. Это 

позволит скорректировать ее недостатки (зависимость от свойств почвы, 

климатических условий, токсичности поллютанта и пр.)  и обеспечить наиболее 

эффективную и полную очистку окружающей среды от антропогенных 

загрязнений. 
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ГЛАВА 2. ВОЗДЕЙСТВИЕ НЕФТИ И НЕФТЕПРОДУКТОВ НА ВОДНУЮ 

СРЕДУ 

2.1. Особенности нефтяного загрязнения воды 

Нефтяное загрязнение является одним из ведущих факторов антропогенного 

воздействия на водные экосистемы. Ежегодно в Мировой океан попадает по 

разным оценкам от 0,5 до 11 млн. т нефти и нефтепродуктов (Гуславский, 2011; 

Владимиров, 2014; Патин, 2017; Янкевский и др., 2017). Однако вопреки 

распространенному мнению, аварийные разливы, вызванные добычей и 

транспортировкой,  не являются главным источником загрязнения Мирового 

океана. Их вклад составляет менее 10% от суммарного потока углеводородов в 

морскую среду. Первый по значимости (около 50%) канал поступления нефти 

имеет природное происхождение и объясняется в основном с ее выходом из 

трещин и разломов морского дна. Порядка 30% от общего нефтесодержания 

связано с судоходством. Сюда входят как штатные операции (сброс льяльных и 

балластных вод, очистка судов и др.) так, и аварийные ситуации, и нелегальные 

сбросы судовых нефтяных отходов. Еще около 10% обеспечивается за счет 

переноса с суши по рекам, деятельности на берегу, связанной с потреблением, 

хранением и переработкой нефти, а также с удалением в прибрежные воды  

нефтесодержащих отходов разного состава и происхождения (Патин, 2017).  

Несколько иная картина складывается для пресноводных водоемов, главной 

причиной увеличения содержания углеводородов в которых являются аварии на 

объектах добычи и транспортировки нефти (Карпович, Масленникова, 2013). 

Вторым по значимости загрязнителем водных объектов  являются сточные воды, 

содержащие различные углеводороды. Утечка нефтяных компонентов происходит 

также за счет миграции и рассеяния при обычной эксплуатации 

нефтепромысловых объектов (Назаров, Назаров, 2013). Источником загрязнения, 

не связанным с нефтедобычей, является водный транспорт и коммунально-

бытовая деятельность. Также углеводороды поступают в водоемы и в ходе 

выпадения атмосферных осадков, с поверхностным стоком в результате 

дренирования торфов и почв (Кульков  и др., 2010; Моисеенко  и др., 2012; 
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Паничева и др., 2012; Кузнецов, Федоров, 2014; Московченко, Убайдуллаев, 

2014). По мнению некоторых авторов, вклад  естественных процессов в 

загрязнение нефтью пресных водоемов может достигать 50% (Кузнецов, Федоров, 

2014; Московченко, Убайдуллаев, 2014).  

Нефть, попадая в водный объект, достаточно быстро (часы и сутки) 

перестает существовать как исходный субстрат и распределяется на агрегатные 

фракции (формы нахождения), одной из которых является  пленка. Она тонким 

слоем  локализуются на поверхности, приводя к нарушению газо-, энерго-, тепло- 

и влагообмена между атмосферой и гидросферой (Караев, Шихалиев, 2014; 

Патин, 2017). Это не только негативно сказывается на физических, химических и 

гидробиологических условиях водной среды и жизнедеятельности ее обитателей, 

но и способно серьезно повлиять на  климат и кислородный баланс в атмосфере 

Земли, а значит, ухудшить экологическую обстановку на планете в целом и жизнь 

человека в частности.  

 Помимо нефтяной пленки, углеводороды присутствуют в воде в 

растворенном или эмульгированном виде, а тяжелые фракции оседают  на дно 

(Патин, 2008; Воробьев, 2013; Thibodeaux et al., 2011). Попав в воду, нефть  

подвергается переносу на поверхности и в толще воды (растекание, дрейф, 

седиментация, затопление),  с ней происходит ряд превращений (испарение,  

растворение, диспергирование, эмульгирование, окисление, биодеградация), в 

ходе которых она меняет свои физические и химические свойства. Скорость этих 

процессов определяется количеством и составом нефти, особенностями 

углеводородов (плотность, вязкость, поверхностное натяжение), а также 

условиями водной среды, временем года и преобладающими погодными 

условиями  (Шкапенко и др., 2011; Паничева и др., 2012; Воробьев, 2013; 

Немировская, 2013, 2015; Немировская и др., 2015, 2016; Леонов и др., 2016, 2017; 

Патин, 2017). Характерной чертой распределения нефти в воде является 

неоднородность ее содержания в водных экосистемах, локализация на границе 

раздела воды с атмосферой, дном (донные осадки) и берегом.  
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Самоочищение поверхностных вод от нефтяного загрязнения протекает под 

действием физических, химических и биологических факторов. Однако за счет 

первых двух происходят лишь частичные изменения в составе нефти и 

нефтепродуктов без полной деструкции. Ведущее место в процессе самоочищения 

водоемов принадлежит биологическим факторам, среди которых решающую роль 

играют нефтеокисляющие микроорганизмы. Благодаря их деятельности нефть 

трансформируется до простых соединений, происходит накопление нового 

органического вещества и дальнейшее включение его в круговорот углерода в 

водоемах. На этом основан метод биологической очистки с применением 

препаратов, содержащих УОМ. 

 

2.2. Влияние загрязнения нефтью и нефтепродуктами на различные объекты 

гидросферы 

Нефть и нефтепродукты представляют собой наиболее опасные 

загрязнители водного бассейна, которые затрудняют все виды водопользования, 

оказывают отрицательное воздействие на трофические связи и круговороты 

веществ, загрязняют берега рек и озер, побережья морей и океанов – места 

обитания многих растений и животных, приводят к ухудшению физических  

(цвет, рН, вязкость) и органолептических (вкус, запах) свойств воды.  

В токсикологическом отношении нефть  − это неспецифический групповой 

токсикант переменного состава, который  относится к категории слаботоксичных 

и/или умеренно токсичных веществ. Наибольшую опасность для живых 

организмов представляют растворимые моноциклические ароматические 

углеводороды и устойчивые высокомолекулярные ПАУ. Большинство видов 

водной фауны особенно уязвимы к действию нефти на ранних стадиях своего 

развития (икра, личинки, молодь) (Технический информационный…, 2011). 

В целом, тяжесть биологических последствий нефтяных разливов зависит от 

типа (легкая, средняя, тяжелая) и количества разлитой нефти, природной 

характеристики района разлива (геоморфология побережья, климат, глубина, тип 

осадков и пр., текущей гидрометеорологической ситуации (температура, скорость 
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течения, ветер, время года и др., а также  видового состава, распределения, 

численности и других показателей состояния местной фауны и флоры.  

К числу наиболее характерных проявлений вредного влияния нефти на 

водные организмы относят (Патин, 2017):  

− поражающие эффекты при непосредственном физическом контакте нефти 

с организмами, которые наиболее ярко проявляются при соприкосновении птиц и 

млекопитающих с пленкой нефти, а также в условиях хронического нефтяного 

загрязнения донных осадков; 

 − прямую и быструю интоксикацию при сильном нефтяном загрязнении, 

что характерно для легких типов нефти с повышенным содержанием растворимых 

низкомолекулярных аренов; 

− сублетальные (стрессовые) нарушения физиолого-биохимических, 

поведенческих и других жизненно важных процессов; 

− накопление углеводородов в промысловых организмах с появлением в 

них нефтяных запахов и привкусов. Например, содержание в воде 

нефтепродуктов выше 0,1 мг/л придает мясу рыбы неустранимый при любых 

технологических обработках привкус и специфический запах нефти (Демьянова и 

др., 2013). 

Следует отметить, что в целом, вредное действие нефти на водных 

обитателей может определяться не только и не столько интоксикацией 

организмов, сколько прямым физическим контактом с живыми организмами на 

поверхности водоемов и на берегах, а также нарушением их местообитаний. 

Попав в водную среду, нефть распределяется по ее профилю и оказывает  влияние 

на все группы организмов, обитающих как в поверхностном слое, так и в толще 

воды и в донных осадках. 

Орнитофауна. Наиболее экологически опасная миграционная форма нефти 

– пленка (слик). А самым уязвимым при такой форме нефтяного загрязнения 

элементом экосистем являются водоплавающие птицы (Дубина, Катин, 2012; 

Haney et al., 2014; Fox et al., 2016). Попадание нефти на оперение птиц приводит к 

переохлаждению, снижению плавучести, способности летать и добывать себе 
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корм и часто заканчивается их гибелью. При попытках удалить клювом 

загрязнение нефть заглатывается, что может привести к серьезным последствиям, 

например, к застою в легких, кишечному или легочному кровотечению, 

пневмонии, а также нарушениям работы печени и почек (Дягилец и др., 2014). По 

возвращении птицы в гнездо нефть с оперения переносится на птенцов или на 

высиживаемые яйца. Последнее грозит истончением скорлупы, невылуплением 

потомства или нарушениями в его развитии (Технический информационный…, 

2011; Григорьев и др., 2014). Тяжесть последствий нефтяных разливов для 

популяций птиц определяется главным образом не количеством нефти, а ее 

нахождением в районах и местах их массового скопления в сезоны размножения 

или массовой миграции. При прочих равных условиях, чем ниже температуры 

воды и воздуха, тем выше риск летальных исходов для птиц (Патин, 2008). 

Водные млекопитающие гибнут в основном за счет потери мехом 

теплоизоляционных свойств от соприкосновения с нефтью  (Говорушко, 2011). 

Ихтиофауна. Многие рыбы, обитающие на глубине менее 100 м,  способны 

избегать мест загрязнения. Негативные последствия более вероятны для 

придонных видов и молоди рыб при нефтяных разливах в прибрежной 

мелководной части моря и в зонах слабой циркуляции воды. Тяжесть воздействия 

резко возрастает, если разлив совпадает по времени и месту с массовым и 

локализованным на мелководье нерестом рыб (Патин, 2017; Langangen et al., 2017; 

Carroll et al., 2018). Содержащиеся в воде углеводороды, попадая на эпителий 

жабр, могут вызывать нарушения водного и солевого обмена, дыхания, 

расстройства нервной системы, замещение печеночной ткани фиброзной, эрозию 

плавников, замедление роста (Каниева, Федорова, 2014; Fodrie et al., 2014). 

Биоаккумуляция углеводородов зависит от их гидрофобных и липофильных 

свойств, поэтому они сосредотачиваются в органах и тканях с повышенным 

содержанием жиров, например, гонадах и пищеварительных железах, в жировых 

отложениях (Патин, 2008; Умербаева, Попова, 2014; Harvey et al., 2014; Murawski 

et al., 2014; Al-Saad et al., 2017). Кроме прямого токсического действия, резкое 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0025326X17302552#!
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сокращение численности ихтиофауны может быть связано уничтожением в 

результате загрязнения кормовой базы (Патин, 2017; Langangen et al., 2017). 

Планктон является основой большинства пищевых цепей в море и включает 

микроорганизмы, фитопланктон (маленькие, часто одноклеточные водоросли) и 

зоопланктон (мелкие ракообразные, медузы и пр.), яйца и личинки 

беспозвоночных и рыб. Самая большая плотность планктона наблюдается в 

прибрежных водах, где концентрация биогенных веществ достаточно высока для 

его выживания. Образующие его организмы относительно чувствительны к 

токсическим эффектам углеводородов, особенно к водорастворимым фракциям и 

небольшим каплям нефти. Тем не менее, планктон достаточно быстро 

возвращается к нормальной плотности и составу после того, как концентрация 

нефти в воде падает. Такая высокая скорость восстановления связана с коротким 

временем смены поколений, большим количеством яиц и личинок, 

распределением на больших площадях и быстрым водообменом (Последствия 

разливов…, 2015; Jiang  et al., 2010; Hing  et al., 2011; Huang et al., 2011; Romero-

Lopez  et al., 2012; Ozhan et al., 2014). 

Бентос. Содержащие наиболее устойчивые к биологическому разложению 

нефтяные углеводороды, донные осадки отличаются скудным видовым 

разнообразием при высокой численности выносливых к загрязнению форм. Так, 

содержание нефти в количестве 16,72 г/кг в донных отложениях не вызывает 

гибели червей-тубифицид,  отмечается появление молоди (Воробьев, 2013). 

Однако по некоторым данным (Лозовой, 2012), нефть и нефтепродукты 

провоцировали нарушения газового и фильтрационного процессов у бентосных 

беспозвоночных, изменение дыхательного и сердечного ритмов, поведенческих 

реакций. Главными изменениями внутренних органов моллюсков рода Unio под 

влиянием различных концентраций нефти являлись нарушения строения 

эпителиальной ткани жабр, кишечника, почечного мешка (Клишин и др., 2015, 

2016). По мнению С.А. Патина (Патин, 2017), среди всех групп морского 

зообентоса самой высокой устойчивостью к действию нефти отличаются 

некоторые виды полихет (многощетинковые черви), нематод (круглые черви) и 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0025326X17302552#!
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двустворчатых моллюсков (мидии), а к организмам, которые наиболее быстро 

элиминируются в условиях сильного нефтяного загрязнения − ракообразные 

(особенно амфиподы), некоторые иглокожие, брюхоногие моллюски (гастроподы) 

и усоногие раки (балянусы). Отмечается относительно высокая устойчивость 

макрофитов, особенно бурых водорослей и ламинарий, к действию нефти, что 

объясняется защитным действием  слизистого покрова на поверхности растений и 

способностью к прямому размножению с помощью плавающих в воде спор. 

Кроме того, возможность длительного существования бурой водоросли Fucus 

vesiculosus в условиях нефтяного загрязнения обеспечивается включением 

углеводородов в метаболизм растительных клеток и присутствием на поверхности 

талломов УОМ (Воскобойников, Пуговкин, 2012; Патин, 2017). 

Рост концентрации нефтяных углеводородов в донных грунтах приводит к 

изменению структуры бентоценоза и снижению видового разнообразия в реках 

(Холмогорова, 2009; Галинуров и др., 2011). Аналогичные результаты получены 

для морских бентосных сообществ, для большинства из которых, однако 

характерно достаточно быстрое восстановление (Lee,  Lin, 2013; Castège et al., 

2014; Ferrando  et al, 2015). Негативное действие нефти на бентос проявляется как 

в результате физического контакта с углеводородами в донных осанках, так и за 

счет токсических свойств растворенных в морской воде или аккумулированных в 

донных осадках поллютантов (Кириевская, 2017). 

Бентосные беспозвоночные в силу менее развитых по сравнению с рыбами 

ферментных и метаболических систем, а также за счет высокой фильтрационной 

активности и обитания на дне обладают, как правило, повышенной способностью 

к накоплению нефтяных соединений (Воробьев, 2006; Ларин, 2007; Ларин и др., 

2009). Наибольшей способностью аккумулировать ПАУ без их заметного 

метаболического разложения в тканях отличаются двустворчатые моллюски-

фильтраторы (Патин, 2017).  

Таким образом, нефтяные загрязнения вызывают изменения видовой и 

трофической структур водных экосистем, приводя к  нарушению их 

функционирования и снижению биоразнообразия. Главные последствия 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0025326X1300252X#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0967064513003767#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0967064513003767#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0967064513003767#!
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контаминации − образование нефтяной пленки на воде, ухудшающей газообмен в 

поверхностных слоях, препятствующей проникновению света, и, как следствие, 

фотосинтезу, а также оседание тяжелых фракций на дно. Особенно сильно 

негативное  влияние разливов в прибрежной зоне и на берегу. Подавляющее 

большинство представителей фауны особо чувствительны к действию нефти на 

ранних стадиях развития. Последствия загрязнений для отдельных видов зависят 

от численности и скорости воспроизводства их популяций. Наиболее подвержены 

поражению птицы и млекопитающие.  

 

2.3. Методы очистки водоемов от разливов нефти 

Очистка водных объектов является одной из самых сложных и трудоемких 

задач при ликвидации последствий загрязнения  нефтью и нефтепродуктами, что 

связано с динамичностью водной среды и сложностью процессов трансформации 

углеводородов в ней.  

          В распоряжении служб по борьбе с разливами нефти и нефтепродуктов 

имеется разнообразный набор методов, которые делятся на 4 группы: 

механические, термические, физико-химические и биологические (Привалова и 

др., 2015; Долгополова, Патрушева, 2016; Двадненко, Привалова, 2017; Asadpour 

et al., 2013; Hoang et al., 2018).  

          Первоочередной мерой при ликвидации аварий на воде является 

механический сбор нефти, который наиболее эффективен  в первые часы после 

разлива, пока толщина нефтяного слоя остается еще достаточно большой. Со 

временем под воздействием ветра и течения происходит растекание и дрейф 

пятна, его площадь увеличивается, а толщина  уменьшается, что значительно 

затрудняет процесс отделения нефти от воды. К числу недостатков механических 

методов относится и то, что данная технология не решает проблему полностью и 

после сбора на поверхности остается более 30% нефти, а при использовании 

всасывающих устройств, они поглощают значительное количество воды, 

содержащей нефтепродукты в различных состояниях (плавающие, 

эмульгированные и пр.).  Чтобы вернуть ее обратно в водоем требуется 
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дополнительная очистка, а это существенно удорожает процесс. Достоинствами 

метода является возможность утилизации собранной нефти и минимальный урон, 

наносимый экосистеме (Кахраманлы, 2013; Hoang et al., 2018). 

           Для очистки воды механическими способами применяют либо 

стационарный сбор нефти с помощью бонов и нефтесборщиков для локализации 

и удаления нефтяных пятен, либо  передвижные скиммеры – специальные 

устройства, которые отводят, собирают поллютант с поверхности, перекачивают 

его с помощью насоса в накопительный бак (Лобанова, Угланова, 2016). 

   Термический метод является экологически небезопасным и основан на 

выжигании нефти. Он применяется при толщине слоя не менее 3 мм (иначе из-за 

охлаждающего действия воды нефть гореть не будет) и непосредственно сразу 

после загрязнения до образования эмульсии с водой (Hoang et al., 2018).  

Физико-химические методы ликвидации разливов нефти  базируются на 

использовании реагентов-диспергентов и сорбентов. Диспергирующие средства 

разрушают сплошную нефтяную пленку и ускоряют процесс диффузии нефти в 

водную толщу, восстанавливают водо-, газо-, энергообмен с атмосферой, тем 

самым приводя к усилению биодеградации. С помощью этих веществ можно 

быстро и эффективно снизить ущерб от загрязнения для птиц, обитающих на 

поверхности и для растительности на побережье. Однако большинство 

препаратов не способно диспергировать очень вязкие нефтепродукты и стойкие 

эмульсии. К тому же,  в качестве диспергентов используются различные ПАВ, 

большинство из которых являются высокотоксичными соединениями, и их  

отрицательное воздействие на морские организмы иногда бывает более 

существенным, чем самой нефти (Fulmer, Hamdan, 2010; Kleindienst et al., 2015; 

Hoang et al., 2018). Перспективным направлением развития этого метода является 

использование биосурфактантов, продуцируемых микроорганизмами, что более 

подробно будет рассмотрено в разделе 6.1. 

Сорбционный метод удаления нефти заключается в нанесении и 

последующем сборе сорбента. Его преимуществом является высокая 

эффективность при пленках толщиной менее 1 мм, а  ограничения связаны с 
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малым радиусом действия и постепенным изменением сорбционных свойств 

материалов, громоздкостью сорбентов при хранении и транспортировке, а также с 

необходимостью сбора и утилизации большого количества  нефтенасыщенного 

сорбента (Гуславский, 2011; Долгополова, Патрушева, 2016; Asadpour et al., 2013).  

Для результативного применения сорбентов они должны обладать 

определенными качествами, такими как  гидрофобность,  высокая нефтеёмкость, 

плавучесть, способность к удерживанию нефти при удалении сорбента с 

акватории, легкость утилизации или биоразлагаемость,  устойчивость к 

разрушению в водной среде, возможность многократной регенерации, простота 

эксплуатации, эффективность работы в широком диапазоне температур, 

нетоксичность,  оптимальная стоимость (Бойко и др., 2013; Мязин, 2017; 

Сулименко  и др., 2017; Asadpour et al., 2013). 

Сорбенты из природных материалов экологически чистые и дешевые, т.к. 

зачастую они являются отходами какого-либо производства (лузга 

подсолнечника, скорлупа кедрового ореха, древесные опилки, отходы ватного 

производства, кокосовое и пальмовое волокно, рисовая шелуха и пр.) или 

относительно доступны (уголь, цеолит, вермикулит, торф) (Привалова и др., 

2017). Однако они тонут вместе с сорбированной нефтью, становясь источником 

вторичного загрязнения, имеют невысокую сорбционную ёмкость (менее 10 г 

нефти/г сорбента), с трудом удерживают легкие фракции нефти (бензин, 

дизельное топливо) и  подвержены микробиологическому разложению при их 

хранении (Бурлака, Бруяка, 2017; Asadpour et al., 2013; Bazargan  et al., 2014; Idris 

et al., 2014). Для ликвидации этих недостатков их модифицируют различными 

способами, в основном, придавая им гидрофобные свойства (Гесс и др., 2016; 

Коновалов, 2016; Пыстина и др., 2018; Teli, Valia, 2013; Li et al., 2015;  Chai et al., 

2016; Onwuka et al., 2016; Alpha et al., 2017; Oribayo et al., 2017). 

Синтетические сорбенты (полипропилен, полиуретан, пенополистирол, 

резиновая крошка и пр.) обладают хорошей поглотительной способностью, 

однако отличаются большей стоимостью и сложностью утилизации в силу 

высокой токсичности продуктов горения.  

https://www.tandfonline.com/author/Chai%2C+Wenbo
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Oribayo%2C+Oluwasola
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Большинство применяемых на практике технологий механической и 

физико-химической очистки воды от нефти и нефтепродуктов многостадийны, 

трудоемки, связаны с большими материальными затратами и не обеспечивают 

полного удаления загрязнителя с поверхности, не говоря уже об углеводородах, 

растворенных или эмульгированных в воде (Долгополова, Патрушева, 2016). 

На сегодняшний день большое внимание привлекают биологические 

методы очистки водных объектов  от нефти и нефтепродуктов, преимуществами  

которых являются  эффективность,  экономичность,  экологическая  безопасность  

и  отсутствие вторичных  загрязнений. Для этих целей применяют водные 

организмы-фильтраторы (малощетинковые черви, мидии) (Воробьев, 2013; 

Гудимов, 2013; 2014), водные растения (эйхорния, водный мох, элодея, ряска, 

уруть, рдест, роголистник) (Кручинин и др., 2012; Заводская,  Копнина, 2013; 

Пайдулова, Турковская, 2015; Денисова, 2016; Степанова и др., 2017; Gagnon et 

al., 2012; Allam et al., 2016; Ateia et al., 2016) и углеводородокисляющие 

микроорганизмы.  Последним принадлежит ведущая роль в процессе очистки 

воды, т.к. только УОМ способны разлагать нефть и ее производные до 

безопасных конечных продуктов – углекислого газа и воды. Этому направлению 

биологической очистки водной среды будет посвящен следующий раздел. 

 

2.4. Очистка водных объектов от нефти и нефтепродуктов с помощью 

микроорганизмов 

Углеводороды, попадающие в водные экосистемы, являются 

источниками углерода и энергии для УОМ, тем самым способствуя увеличению  

их численности при наличии благоприятных условий для роста и развития. В 

свою очередь, микроорганизмы, используемые для ликвидации нефтяных 

разливов на воде, являются пищей для планктона и других организмов, 

поддерживая тем самым определенные трофические связи.  

Среди УОМ, обитающих в морской среде, обнаружены представители 

бактерий (рр. Corynebacterium, Nocardia, Rhodococcus. Achromobacter, 

Acinetobacter, Alcaligenes, Archrobacter, Bacillus, Flavobacterium, Coryneforms, 
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Microbacterium, Micrococcus, Pseudomonas, Frankia, Nocardiopsis, Brevibacterium, 

Actinomadura, Mycobacterium, Alteromonas, Oceanospirillales, Colwellia,  

Cycloclasticus), цианобактерий, грибов и водорослей (Гоголева, Немцева, 2012; 

Xue  et al., 2015; Hazen et al., 2016). 

Из донных отложений озер, расположенных на территории Сургутского, 

Нижневартовского и Нефтеюганского районов ХМАО − Югры, выделены 6 

штаммов р. Streptomyces, которые обладали высокой деструктивной 

способностью (50-90%)  по отношению к нефти в концентрациях от 1  до 5%  при 

температуре 4
о
С (Коваленко и др., 2018). 

Получены данные о том, что  бактерии  р. Alcanivorax играют ведущую роль 

в деградации линейных углеводородов в загрязненных сырой нефтью водных 

средах (Santisi et al., 2015). Этот вывод подтвержден в работе (Mapelli et al., 2017), 

где показано, что кроме бактерий Oleispira antarctica основными 

микроорганизмами, осуществляющими разложение в морской воде н-алканов, 

являются Alcanivorax borkumensis и  Alcanivorax dieselolei.  

Исследована биодеградация углеводородов  в морской воде при 

температуре 5
о
С при малых размерах капель нефти (9-11 мкм).  Представители рр. 

Colwellia, Oleispira и сем. Oceanospirillaceae трансформировали н-алканы  (C5-C36) 

более чем на 95% за 31 день, бактерии рр. Cycloclasticus, Marinobacter и сем. 

Alteromondaceae и Flavobacteriaceae деструктировали ароматические 

углеводороды (включая ПАУ) более чем на 95% через 64 дня (Brakstad et al., 

2015). Мапелли с соавт. (Mapelli et al., 2017) указывают, что деградация в морской 

среде ПАУ происходит с помощью Cycloclasticus pugetii и Marinobacter 

hydrocarbonoclasticus. Последняя также окисляет и линейные алканы. 

Микроорганизмы Oceanisphaera litoralis, Pseudoalteromonas citrea, P. 

elyakovii, выделенные  из морской воды у побережья о. Сахалин, разлагают  

бензиновые фракции, нефть и моторное масло. Штамм P. citrea оказался наиболее 

активным деструктором  тяжелых масляных фракций (Струппуль и др., 2009). 

В работах (Воскобойников, Пуговкин, 2012; Семенов и др., 2014; Пуговкин, 

2017) установлено, что бактериоценозы фукусовых водорослей и  эпифитных 
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углеводородокисляющих бактерий P. fluorescens, P. guinea, Ochrobactrum 

anthropi, R. fascians  способны к утилизации нефтяных углеводородов,  успешно 

выдерживают их высокие концентрации в водной среде и могут вносить весомый 

вклад в процессы деструкции нефтяных загрязнений в прибрежных морских 

акваториях полярных и умеренных широт. Предложен способ очистки морской 

воды от нефти и нефтепродуктов с использованием симбиоза водорослей  и УОМ, 

в котором используют фильтр, представляющий собой систему соединенных 

между собой синтетических канатов, засаженных водорослями и заселенных 

нефтеокисляющими микроорганизмами (Нетрусов и др., 2011). 

Перспективным направлением очистки водных поверхностей и 

промышленных сточных вод от нефти и нефтепродуктов является использование 

биосорбентов, т.е. носителей с иммобилизованными на его поверхности 

микроорганизмами. Носитель защищает клетки от прямого воздействия 

токсичных веществ и неблагоприятных внешних факторов (температура, 

кислотность, концентрация электролитов), что позволяет иммобилизованным 

УОМ  в течение длительного времени сохранять жизнеспособность и 

метаболическую активность (Wang et al., 2012; Martins et al., 2013; Żur et al., 2016). 

Кроме того, благодаря иммобилизации собирается значительное количество 

биомассы и предотвращается ее вынос при поступлении большого объемы воды в 

очистные сооружения. Актуальным является разработка биосорбентов, 

обладающих способностью к повышенной концентрации растворенных и 

эмульгированных углеводородов в твердой фазе. Дальнейшая деструкция 

локализованных загрязнителей нефтеокисляющей микробиотой, 

иммобилизованной на носителе, обеспечивает эффект саморегенерации сорбента. 

Многочисленные исследования и полученные по их результатам патенты  

свидетельствуют, что иммобилизация УОМ способствует повышению 

эффективности процессов деструкции нефти и нефтепродуктов при очистке 

загрязненных акваторий, а также  нефтесодержащих сточных вод (Морозов и др., 

2011, 2017; Сваровская, Алтунина, 2011; Ковальчук, 2013; Артюх и др., 2014; 
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Галкина  и др., 2014; Дедов и др., 2014; Белик, Злобина, 2016; Белик, 2017; 

Сулименко и др., 2017). 

На сегодняшний день разработано большое количество биопрепаратов для 

очистки водных поверхностей от нефти и нефтепродуктов, как на основе 

монокультур, так и на основе ассоциаций УОМ. Многие из них применяются 

также и для удаления нефтезагрязнений из почвы (см. п. 1.2.2.2). Кроме этих, 

можно привести еще ряд  запатентованных в России биопрепаратов (табл. 2.1).  

К недостаткам применения биопрепаратов можно отнести их невысокую 

эффективность при ликвидации крупных разливов нефти и нефтепродуктов, при 

которых толщина пленки на водной поверхности составляет более 1 мм, а также 

необходимость внесения значительного количества питательных веществ, 

стимулирующих активность микробиоты при очистке больших объемов 

нефтезагрязненных вод (Башкин и др., 2010). 

 

Каждый из рассмотренных методов очистки водной среды от нефтяных 

углеводородов имеет свои достоинства и недостатки. Выбор способа зависит от 

конкретного загрязнения, его масштаба и специфики, а также  экологической и 

экономической целесообразности. Но учитывая то, что, ни один из них не может 

обеспечить полного удаления поллютанта, наиболее перспективным 

представляется комплексное использование нескольких методов, которое  

позволит максимально снизить ущерб окружающей среде.  
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ГЛАВА 3. БИОЛОГИЧЕСКАЯ ОЧИСТКА ПРОИЗВОДСТВЕННЫХ 

СТОЧНЫХ ВОД ОТ УГЛЕВОДОРОДОВ 

Серьезным источником загрязнения гидросферы является попадание в нее 

нефтесодержащих сточных вод (СВ), представляющих собой  сложную 

многокомпонентную и многофазную систему, органическая часть которой  (50-

98%) представлена нефтяными углеводородами различных классов и их 

производными. Кроме того, в них обнаруживаются  другие органические 

соединения, ПАВ и соли тяжелых металлов (Попова и др., 2017). Состав и 

концентрация загрязнителя зависят от вида, назначения и технологии 

производства, в процессе которого образуются СВ.  

Нефтепродукты присутствуют в СВ в виде пленки на поверхности, грубо- и 

тонкодисперсном, эмульгированном и растворенном состоянии, а также могут 

сорбироваться на твердых взвешенных частицах (Анапольский и др., 2011). 

Основная особенность нефтезагрязнений в СВ − меньшая плотность по 

сравнению с водой и низкая растворимость в воде. 

Попадание углеводородов в окружающую среду со сточными водами очень 

сложно предотвратить. Это  связано с тем, что они находятся в стоках 

практически всех промышленных предприятий, транспорта и сферы услуг, 

поверхностном стоке с территорий этих предприятий, в отработанных 

технологических растворах различного назначения (смазочно-охлаждающих 

жидкостях, моечных и обезжиривающих растворах и т.п.), а также с  большим 

разнообразием соединений, содержащихся в нефти и продуктах ее переработки 

(Попова и др., 2017). Решить основные задачи по минимизации ущерба от  

присутствия нефтепродуктов в водоемах можно уменьшая водопотребление, 

вводя системы замкнутого водооборота и производя очистку СВ до необходимых 

показателей.   

В РФ приняты очень жесткие нормы ПДК нефтепродуктов, которые 

составляют  для рыбо-хозяйственных водоемов 0,05 мг/л (СанПиН …, 2000), для 

вод хозяйственно-питьевого и культурно-бытового назначения − 0,1-0,3 мг/л  (ГН 

…, 2003). Вероятно, эти меры привели к тому, что согласно данным 
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Государственного  доклада  «О  состоянии  и  об  охране  окружающей среды 

Российской Федерации в 2016 году» в нашей стране наблюдается снижение 

количества нефтепродуктов, сброшенных  вместе со сточными водами (т): 2000 г. 

− 5640; 2005 г.  − 3650; 2010 г. − 2638,7; 2014 г. −  2044,4; 2016 г. − 1918,8 

(Государственный доклад…, 2017). 

Для очистки нефтесодержащих СВ применяют механические, химические, 

физико-химические и биологические методы. Из-за  сложности  состава стоков  и  

высоких требований  к  качеству  очищенной воды чаще всего используется их 

комбинирование, позволяющее достигнуть требуемой степени очистки с 

минимальными затратами (Привалова и др., 2015; Серебренникова и др.. 2015; 

Кузнецова, Овсянкина, 2017; Jebrail, 2016).  

Механическая обработка является предварительным этапом, в ходе 

которого различные устройства (песколовки, решетки, нефтеловушки) удаляют 

основную массу свободной нефти, а также грубодисперсные (капельные) 

нефтепродукты. В дальнейшем СВ подвергаются отстаиванию, 

центрифугированию или фильтрованию и частично очищенная вода может быть 

возвращена в систему оборотного водоснабжения. 

Химические методы позволяют осаждать нефтепродукты в виде 

нерастворимых и неутилизируемых в дальнейшем  осадков, для чего в воду 

вносят различные реагенты – коагулянты и флокулянты, которые достаточно 

дороги и могут служить источником вторичного загрязнения воды.  

Озонирование  используют для извлечения из воды эмульгированных и 

растворенных нефтепродуктов. В ходе реакции происходит окисление 

углеводородов, а также одновременное обеззараживание, обесцвечивание воды и 

её насыщение кислородом. Озонирование не приводит к изменению солевого 

состава очищаемых СВ, не загрязняет воду продуктами реакции, а сам процесс 

может быть полностью  автоматизирован (Драгинский  и др., 2007). 

Физико-химические методы применяются для удаления эмульгированных 

и мелкодисперсных нефтепродуктов, в основном с помощью флотации или 

адсорбции. При флотации загрязнители извлекаются пузырьками воздуха или 
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смесью газов, всплывающими на поверхность. Адсорбция основана на 

поглощении дисперсных частиц  загрязнителя поверхностью адсорбционного 

материала. Особенности сорбентов и их применение для удаления 

нефтепродуктов из СВ аналогично таковому при очистке природных водных 

объектов и было описано в разделе 2.3.  

Биологические методы позволяют удалять из сточных вод растворенные 

или коллоидные нефтепродукты и основаны на использовании водных растений 

(Кручинин и др., 2012; Заводская,  Копнина, 2013; Рыбка, 2015; Денисова, 2016; 

Раимбеков, 2017; Gagnon et al., 2012; Ertekin  et al., 2015; Allam et al., 2016; Ateia et 

al., 2016) и микроорганизмов. Исходя из целей исследования, далее более 

подробно будут рассмотрены способы очистки СВ от нефти и нефтепродуктов с 

помощью  УОМ, для которых эти соединения являются источником углерода и 

энергии. При этом часть поллютантов превращается в воду,  диоксид углерода, 

нитрит- и сульфат-ионы, а  часть идет на образование биомассы. По ходу очистки 

формируется биоценоз микроорганизмов (активный ил или биопленка), состав 

которого зависит от характера загрязнений в СВ, исходного посевного материала 

и условий проведения процесса.  

Преимуществами биологической очистки являются возможность удалять из 

сточных вод разнообразные органические и некоторые неорганические 

соединения, находящиеся в воде в растворенном, коллоидном и нерастворенном 

состоянии, простота аппаратурного оформления и относительно невысокие 

эксплуатационные затраты. К недостаткам метода относятся высокие 

капитальные затраты на строительство очистных сооружений большой площади; 

необходимость строгого соблюдения технологического режима, постоянного 

контроля за концентрацией загрязнителей в поступающей воде; токсичное 

действие на микроорганизмы ряда веществ, приводящее к их гибели и снижению 

эффективности процесса. Биологическая очистка нефтезагрязненных СВ 

производится в биологических прудах, биофильтрах и  аэротенках.  
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Билогические пруды − это искусственные водоемы  с проточной водой, куда 

кислород поступает за счет диффундирования его через поверхность воды или за 

счет механической аэрации. Как самостоятельное средство для очистки 

нефтесодержащих СВ не используются, применяются для  доочистки. 

Биофильтры представляют собой сооружения, загруженные фильтрующим 

материалом (шлак, щебень, керамзит, пластмасса и др.) высотой 1,5-2 м, на 

поверхности которого выращивается биопленка микроорганизмов толщиной 1-3 

мм. СВ фильтруются через слой загрузки, содержащиеся в них загрязнители 

сорбируются и окисляются микроорганизмами. Омертвевшая и отработанная 

биопленка смывается протекающей сточной водой и выносится из системы. 

Необходимый для окисления кислород поступает в толщу загрузки путем 

естественной и искусственной вентиляции биофильтра.  

Аэротенки − это железобетонные резервуары с постоянно протекающей 

внутри СВ (прошедшей предварительную очистку), удаление загрязнителей из 

которой происходит под воздействием активного ила. Он представляет собой 

зооглейные скопления микроорганизмов, простейших и более 

высокоорганизованных представителей  фауны  (коловратки, черви, личинки 

насекомых, а также водные грибы и дрожжи), которые пребывают во взвешенном 

в жидкости состоянии в виде отдельных хлопьев.  Для их нормальной 

жизнедеятельности в аэротенки подают воздух и питательные вещества. Из-за 

развитой поверхности хлопьев активного ила (70-100 м
2
 на 1 г сухого вещества) 

ему присуща высокая абсорбционная способность, позволяющая улавливать даже 

коллоидные вещества. В аэротенках нефтепродукты подвергаются испарению, 

хемоокислению, биотрансформации, биосорбции на активном иле и 

ферментативной деструкции. Повышенная температура и интенсивное 

перемешивание, а также непрерывная подача воздуха катализируют процесс 

биодеградации. Комплекс биологической очистки вместе с аэротенком  включает 

в себя втoричный oтстойник, где вода отстаивается от активного ила и 

oсветляется. Из-за очень низкой скорости отмирания, которая во много раз 
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меньше скорости роста, в  отстойнике, со временем, накапливается определенное 

количество избыточного активного ила, который или регенерируется и 

возвращается в аэротенк  для последующего применения, или утилизируется 

каким-либо способом (Горелова, Титова, 2015; Путырская, Бельская, 2016; 

Тимакова, Ксенофонтов, 2016; Поспелов, 2017). 

Современным и очень перспективным направлением биологической 

очистки СВ, в т.ч. и нефтесодержащих, является использование биореакторов – 

установок, которые позволяют концентрировать большое количество активной 

биомассы на носителе, способствуя уменьшению объема используемых 

конструкций и снижению их стоимости (Серебренникова, 2014; Серебренникова и 

др., 2015; Пукемо, 2017; Kang Z., 2014). Одной из разновидностей биореакторов 

является мембранный биореактор (МБР), который  сочетает биологическую 

обработку природных и сточных вод (в т.ч. и нефтесодержащих) активным илом с 

механической мембранной фильтрацией на полимерных материалах (Андрианов, 

2012; Баландина и др., 2015; Yoon, 2015; Iorhemen et al., 2016; Lay et al., 2017).  

Обрабатываемые  СВ поступают в аэротенк, смешиваются с активным илом  и 

начинают циркулировать через модуль, оборудованный ультрафильтрационными 

или микрофильтрационными мембранами.  Фильтрация происходит через 

поверхность мембран снаружи вовнутрь из-за разности давлений между 

внутренней полостью мембран и пространством мембранного блока. В результате 

отделения твердых и коллоидных частиц на мембранах, концентрация  ила в 

блоке мембранного биоректора и в аэротенке повышается, что способствует 

глубокой биологической очистке стоков и обеспечивает уменьшение объема 

аэротенка в 2-3 раза. Вследствие того, что поры мембран имеют меньший размер, 

чем размеры клеток микроорганизмов, в частности, бактерий, в МБР происходит 

частичное обеззараживание воды (Tsuru, 2012; Yoon, 2015). Очищенная вода 

отводится в систему оборотного водоснабжения или поступает на дальнейшее 

обеззараживание до нормативов сброса в рыбо-хозяйственные водоемы, а 
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активный ил остается в мембранном резервуаре и поддерживается во взвешенном 

состоянии с помощью системы аэрации, встроенной в мембранный модуль.  

Постоянное омывание мембран разрушает плотные флоккулы бактерий, 

поэтому размер хлопьев  ила в МБР в 5-10 раз меньше, чем в обычных аэротенках. 

Такая дисперсность  приводит к увеличению площади контакта микроорганизмов 

с загрязнениями и кислородом и скорость биодеструкции в МБР  оказывается 

большей по сравнению с классической системой с активным илом (Баландина и 

др., 2015). Отказ от гравитационного метода разделения иловой смеси позволяет 

повысить концентрацию  активного ила в биореакторе до 10-20 г/л (в обычном 

аэротенке  до 3 г/л) и эксплуатировать очистные сооружения в режиме низких 

нагрузок, что повышает устойчивость биоценоза ила к колебаниям состава  СВ и 

пиковым нагрузкам, а также обеспечивает стабильное качество очистки. Кроме 

того, значительная концентрация активного ила многократно увеличивает 

окисляющую мощность системы в целом, что дает возможность очищать 

высококонцентрированные СВ и в целом сократить время их обработки. Кроме 

того, биореактор работает в условиях не просто высокой концентрации биомассы, 

а в условиях высокой концентрации биомассы значительного возраста. Если в 

традиционных очистных сооружениях возраст ила не более 15 суток, поскольку 

при «старении» ухудшаются седиментационные свойства хлопьев и наблюдается 

их вынос из вторичных отстойников, то в  МБР возраст ила обычно составляет 25-

30, иногда 60-70 суток (Трунов, 2010; Миклашевский, 2014; Yoon, 2015). Кроме 

того, постоянная циркуляция механически воздействует на оболочки бактерий, 

поэтому основная потребляемая ими энергия используется не для размножения 

(как в классических биотехнологиях), а для поддержания жизнедеятельности.  Это 

способствует снижению прироста избыточной биомассы на 30-40% и уменьшает 

расходы на  ее утилизацию (Tsuru, 2012).  

Длительные     полупроизводственные     испытания     по     очистке  

нефтесодержащих СВ Новокуйбышевского   и  Сызранского  

нефтеперерабатывающих заводов в  МБР  подтвердили  более  высокое качество   
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обработанных    вод по   сравнению    с   традиционными    биологическими   

методами.    По    большинству   показателей   (нефтепродукты, фенол, ПАВ, 

соединения азота) в  очищенной   воде   были  получены  значения ниже ПДК  

рыбо-хозяйственных  водоемов (Степанов и др., 2012, 2013; Степанов, 2014).  

Не смотря на неоспоримые достоинства, повсеместное применение МБР для 

очистки СВ сдерживается такими факторами как высокие капитальные затраты,  

загрязнение мембран и связанные с этим расходы на их замену и очистку; 

высокая энергоемкость; более сложная система управления и контроля; проблемы 

в обеспечении достаточного уровня аэрации при высоких концентрациях 

активного ила, характерных для МБР (Баландина  и др., 2015; Mutamim et al., 

2013; Golbabaei Kootenaei, Aminirad, 2014; Lay et al., 2017). 
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ГЛАВА 4. ОТХОДЫ НЕФТЕДОБЫВАЮЩЕЙ И 

НЕФТЕПЕРЕРАБАТЫВАЮЩЕЙ ПРОМЫШЛЕННОСТИ И МЕТОДЫ 

СНИЖЕНИЯ ИХ ОТРИЦАТЕЛЬНОГО ВОЗДЕЙСТВИЯ НА 

ОКРУЖАЮЩУЮ СРЕДУ  

На современном уровне развития нефтегазового комплекса невозможно 

исключить его отрицательное воздействие на окружающую среду. Значительный 

вклад в загрязнение экосистем вносят и нефтесодержащие отходы. Они 

образуются на всех этапах добычи, транспортировки  и переработки нефти, при 

очистке сточных вод, содержащих нефтепродукты, чистке резервуаров и другого 

оборудования и т.д., что обусловлено как несовершенством техники и технологии, 

так и человеческим фактором. Потери нефти, содержащейся в отходах, по 

экспертным оценкам составляют примерно 3% от ее годовой добычи (Боковикова 

и др., 2011).  

В нашей стране ежегодно образуется более 3 млн. т нефтеотходов. На 

территории Западной Сибири их скопилось около 3 млн. т, в Республике 

Татарстан – около 2,5 млн. т, в Республике Башкортостан − более 2 млн. т. На 

сегодняшний день на предприятиях АНК «Башнефть» складировано около 180 

тыс. м
3
 нефтешламов и каждый год образуется порядка 6,5 тыс. м

3
 с тенденцией 

увеличения на 10% в год. Количество нефтесодержащих отходов постоянно 

растет: на 1 тыс. т сырой  нефти приходится 1-5 т нефтешламов. Основной вклад в 

этот процесс вносят нефтедобывающие компании (более 1 млн. т нефтешламов и 

нефтезагрязненных грунтов), нефтеперерабатывающие заводы (0,7 млн. т), 

нефтебазы (0,3 млн. т), железные дороги, аэропорты, морские порты (0,5 млн. т) 

(Соколов, 2017). Согласно Федеральному классификационному каталогу отходов, 

нефтесодержащие отходы относятся к 3 (умеренно опасные отходы, содержание 

нефтепродуктов 15% или  более) или 4 классу опасности (малоопасные вещества, 

содержание нефтепродуктов менее 15%) (ФККО, 2017). 
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4.1. Виды нефтесодержащих отходов 

Стандартизированной классификации всего комплекса 

нефтегазопромышленных отходов не существует. Как вариант предлагается 

деление по агрегатному состоянию:  жидкие (пластовые воды, буровые сточные 

воды, углеводородсодержащие некондиции); твердые (донные осадки 

резервуаров, буровые шламы и буровые растворы, нефтешламы от розливов, 

нефтешламы при переработке нефти, нефтешламы трубопроводные);  

газообразные (попутный газ, сероводород, углекислый газ, углеводороды (в 

результате испарения нефти или утечек газа), оксиды серы (как продукты 

сгорания) (Егоров, Егорова, 2016). 

Очень часто для обозначения твердых или пастообразных 

нефтесодержащих отходов используют общий термин «нефтешламы». Это  

сложные гетерофазные системы из органической, водной и минеральной части в 

виде песка, пыли, ила, соединений металлов, соотношение которых колеблется в 

очень широких пределах. Их состав  может существенно различаться в 

зависимости от способа добычи сырья, компонентного состава и физико-

химических свойств нефтей, схем переработки, температуры и др. Они содержат в 

среднем (масс.) 10-56% нефтепродуктов, 30-85% воды, 1,3-46% твердых примесей 

(Херрера-Альварадо, 2015; Юльтимирова, 2018).  

В зависимости от способа образования нефтешламы бывают придонные 

(формируются при оседании нефти и нефтепродуктов  на дне водоемов),  

резервуарные (возникают при перевозке и хранении нефтепродуктов в различных 

емкостях в результате их взаимодействия с водой, кислородом, механическими 

примесями и материалом стенок резервуара) и грунтовые (Колобова, 2015).  

Большие  количества нефтезагрязненных (замазученных) грунтов 

образуются в результате проливов нефтепродуктов на земную поверхность в 

процессе производственных операций либо при аварийных  ситуациях, очистке 

технологического оборудования, демонтаже резервуаров и пр. Усредненный 

состав замазученного грунта выглядит следующим образом:    нефтепродукты 

(10,1-14,2%), нерастворимые компоненты (71,8-78,2%), механические примеси 
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(10,1-13,2%), вода (9,7-14,7%), соли металлов (Шпербер, 2016). Такие 

нефтезагрязненные грунты считаются отходами после  складирования в 

специальных шламонакопителях. Количество нефтепродуктов и металлов в них 

не велико, поэтому они относятся к 4 классу опасности. 

Различные нефтешламы, образующиеся в процессе добычи и переработки 

углеводородного сырья, являются наиболее крупнотоннажными промышленными 

отходами, которые  занимают площади в десятки квадратных километров, выводя 

из оборота значительные земельные ресурсы (Боковикова и др., 2011; Атаманова, 

Мухаметшина, 2015; Соколов, 2017).  Они собираются, как правило, открытых 

земляных резервуарах − нефтешламовых амбарах различной конструкции, без 

какой-либо сортировки и классификации. В таких хранилищах происходят 

естественные явления – накопление атмосферных осадков, развитие 

микроорганизмов, протекание окислительных и других реакций, т.е. идет 

самовосстановление, однако, в связи с наличием большого количества солей и 

нефтепродуктов при общем недостатке кислорода этот процесс затягивается на 

десятилетия. Состав нефтяного шлама, депонированного в накопителе в течение 

нескольких лет, отличается от состава свежего. Со временем он «стареет», что 

приводит к его упрочнению и уплотнению. Легкие фракции испаряются, нефть и 

нефтепродукты окисляется, смолы переходят в  другое качество. Кроме того, 

происходит попадание твердых механических примесей. В результате образуются 

многокомпонентные дисперсные системы, которые отличаются значительной 

устойчивостью к разрушению, что делает задачу их утилизация очень сложной 

(Журавлева, 2017; Юльтимирова, 2018). 

Помимо замазученных грунтов, еще одним значительным по объему 

нефтесодержащим отходом  является загрязненная углеводородами 

отбеливающая глина, которая используется в  нефтеперерабатывающей 

промышленности в качестве природного адсорбента для регенерации 

отработанных минеральных масел или в процессе их контактной доочистки. По 
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данным (Логинов и др., 2009), только в результате деятельности ПАО 

«Орскнефтеоргсинтез» накоплено около 100 тыс. т  этого отхода.   

К настоящему моменту значительное число шламонакопителей, 

построенных с начала 50-х годов, превратились из средства предотвращения 

загрязнения в постоянно действующий источник опасности (Ефремов и др., 2011; 

Ефремов, Фоменко, 2014; Соколов, 2017). Длительное хранение нефтешламов в 

амбарах, не отвечающих современным экологическим требованиям, приводит не 

только к изъятию земель, но и к выбросам загрязняющих веществ в атмосферу в 

результате испарения легких фракций; фильтрации поллютантов в подземные 

водоносные горизонты через борта и основание накопителей; нарушению 

обвалования хранилищ отходов и попаданию нефтеотходов на рельеф местности 

(Мазлова, Меньшикова, 2010; Минигазимов, Минигазимов, 2014; Маркарова и 

др., 2016а, 2016б; Мустафин и др., 2017; Троц и др., 2017; Филатов, Овсянникова, 

2017). К тому, же продукты частичного распада содержащихся в накопителях 

нефти и нефтепродуктов намного более токсичны и канцерогенны, чем сама 

нефть (Иванов, 2010). В связи с этим задача создания высокоэффективных и 

экологически чистых технологий обезвреживания нефтешламов и ликвидации 

нефтешламовых амбаров приобретает все большее значение.  

 

4.2. Методы переработки нефтешламов 

В настоящее время отсутствует какой-либо один универсальный, 

экологически чистый, экономически оправданный и ресурсосберегающий способ 

переработки нефтесодержащих отходов. В каждом конкретном случае это зависит 

от состава источника образования, времени складирования, количества 

механических примесей и пр. (Суфиянов, 2010).  

В Российской Федерации нашли применение следующие методы 

переработки нефтяных отходов (Багдасарова, 2012; Бахонина, 2015; Хуснутдинов 

и др., 2015; Литвинова, 2016):  
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− термические, т.е. сжигание в печах разных конструкций,  в т.ч. пиролиз. 

Недостатками  является высокая стоимость, загрязнение воздуха продуктами 

горения, такими как оксиды углерода, азота, серы, ПАУ и другими токсичными 

веществами, а также образование шлаков, которые тоже необходимо 

обезвреживать, т.к. они содержат большое количество канцерогенов; 

− химические методы обезвреживания жидких и твердых 

углеводородсодержащих отходов (осаждение, капсулирование, использование 

сорбентов, магнитных собирателей и пр.) заключаются в добавлении к 

нейтрализуемой массе различных реагентов;  

− физические, такие как отстаивание, прессование, центрифугирование, 

фильтрование, экстрагирование. Применяются, как правило, при очистке жидких 

отходов, характеризуются самой низкой степенью очистки; 

− физико-химические – разделение нефтяных шламов с помощью 

специально подобранных ПАВ, фильтрующих систем, реагентов для разрушения 

эмульсий, растворителей на отдельные фазы с дальнейшим использованием 

нефтяного шлама в качестве сырья для других отраслей экономики. К таким 

методам относится коагуляция и флокуляция, экстракция, сорбция, ионный 

обмен, флотация и др. 

Все вышеперечисленные методы недостаточно технологичны, экологически 

небезопасны, энергоемки и требуют значительных капитальных вложений. В 

результате их применения часто образуются побочные продукты, которые в свою 

очередь нуждаются в утилизации. Поэтому объемы переработки отходов отстают 

от объемов образования и к уже накопленным количествам добавляются новые.  

Подобных недостатков лишены биологические методы, основанные на 

способности микроорганизмов перерабатывать углеводороды и другие 

компоненты нефти посредством биохимических реакций, в ходе которых 

происходит расщепление, минерализация и частичная гумификация компонентов 

загрязненной почвенной системы. Это достигается либо внесением 

нефтесодержащих отходов в определенном количестве в пахотный слой земли 
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(смешение), что является экологически небезопасным и малоэффективным 

(Хуснутдинов и др., 2015; Соколов, 2017), либо использованием особых штаммов 

бактерий и биогенных добавок.  К достоинствам второго метода следует отнести 

невысокие материальные затраты и экологическую чистоту. Однако область его  

применения имеет свои ограничения, связанные с  диапазоном активности 

биопрепаратов, температурой, кислотностью,  концентрацией нефтезагрязнения, 

аэробными условиями (Соловьянов, 2012).  

Почва являются уникальной системой и  важнейшим компонентом 

природной среды, формирование которой происходит на протяжении десятков и 

сотен тысяч лет. После биологического обезвреживания замазученных грунтов и 

нефтешламов образуется большое количество почвогрунта. В идеале, он должен 

характеризоваться хорошими потребительскими свойствами, т.е. обладать 

высоким содержанием гумуса и низким содержанием нефтепродуктов 

(Сухоносова и др., 2009; Бормотов, Тюрденева, 2014). Поэтому, несмотря на 

преимущества ряда механических, физических и химических методов очистки от 

нефти и нефтепродуктов и на недостатки биологических, главным аргументом в 

пользу применения последних является то, что и их помощью можно 

восстановить плодородие земли и вернуть ее в сельскохозяйственный оборот. В 

связи с этим, наиболее перспективным способом переработки нефтесодержащих 

отходов является использование комплекса мер, с обязательным включением 

этапа биологического (биотехнологического) обезвреживания.  

 

4.3. Микробиологические методы обезвреживания нефтесодержащих отходов 

Технологии биологического обезвреживания нефтесодержащих отходов, 

накопленных на свалках и полигонах, основаны либо на активации аборигенной 

микрофлоры с помощью механической обработки (рыхление, вспашка, 

дискование) и внесения биогенных добавок, либо на интродукции в грунт 

определенных культур микроорганизмов. Для второго способа разработано 

большое количество биопрепаратов на основе микроорганизмов-

нефтедеструкторов, которые могут включать различные питательные вещества и 
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носители. Здесь также предусмотрены дополнительные приемы для ускорения 

процесса обезвреживания, аналогичные применяемым в первом случае. В 

качестве примеров биопрепаратов для обезвреживания нефтешламов, кроме уже 

упоминавшихся ранее «Путидойл», «Деворойл», «Родер» (см. пп. 1.2.2.2 и 2.4) 

можно привести «Родотрин» (Rhodococcus еrythropolis) (Ильина, 2002; 

Ягафарова и др., 2008), «БИОРОС» (Rhodococcus sp., Candida sp.) (Самсонов 

и др., 2010; Пыстина и др., 2013), «БИОЛ»   (представители рр. Bacillus, 

Aeromonas, Lactobacillus, Chryseobacterium) (Mазлова,  Херрера, 2014; Херрера, 

Васильева, 2014), «Рустэко» (B. subtilis, Pseudomonas sp.) (Черных, Садчиков, 

2016), «Микрозим
тм

 Петро Трит» (представители рр. Bacillus, Atherobacter, 

Nocordia,  Rhodococcus, Pseudomonas) (http://www.microzym.ru/oilspills.htm), 

«БАК-Верад» (представители рр. Bacillus, Atherobacter, Rhodococcus, 

Pseudomonas) (Черных, Садчиков, 2016), «DOP-UNI» (представители рр. 

Rhodococcus, Candida, Pseudomonas) (http://dop-uni.ru/destructor_of_oil_polution). 

Однако ученые продолжают разработку способов микробиологического 

обезвреживания нефтесодержащих отходов. Из проб, отобранных на 

нефтешламохранилище в Волгоградской области, выделено 8 штаммов, 

способных к деградации углеводородов. Наиболее активные бактерии-

нефтедеструкторы идентифицированы как представители р. Rhodococcus, которые 

могут быть использованы для утилизации нефтяного шлама (Редкозубов, 2010, 

2011).  

Мильман и Гильвановой (Мильман, Гильванова, 2014) проведены 

модельные испытания биопрепарата, включающего смесь спор бактерий 

Paenibacillus ehimensis IB-739, не обладающих окислительной активностью, но 

продуцирующих циклодекстрины, субстрата для их биосинтеза (крахмала), а 

также консорциума углеводородокисляющих микроорганизмов. Внесение в 

нефтешлам этого комплексного биопрепарата ускоряет процесс биодеградации за 

счет образования циклодекстринов, способных к изменению фазового состояния 

углеводородов нефти с гидрофобного на гидрофильное. 

http://www.microzym.ru/oilspills.htm
http://dop-uni.ru/
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Разработана поэтапная схема обезвреживания нефтешлама, включающая 

следующие стадии: диспергирование нефтешлама в полисахаридных коллоидных 

растворах (альгинате кальция) или  с помощью биоПАВ. Для этих целей 

использовали биотехнологически полученные ПАВ P. аeruginosa RM или 

Acinetobacter sp. 15; добавления раствора биогенных элементов, необходимых для 

развития УОМ-ассоциаций; биодеструкция нефтешлама в контейнерах в 

аэробных, а потом и в микроаэрофильных условиях; внесение биотехнологически 

модифицированного нефтешлама в почву в количестве 1-5% и засев ее 

растениями-фитомелиорантами (Ботвиненко и др., 2013). 

На полигоне-накопителе ТОО “Химпромсервис-Актобе” на территории 

месторождения Жанажол (Республика Казахстан) были проведены полевые 

эксперименты по обезвреживанию нефтешлама, (замазученного грунта) с 

использованием циано-бактериальных ассоциаций на основе Phormidium sp. К-1 и 

углеводородокисляющих бактерий  P. stutzeri  A1, Pseudomonas sp. N2 и P. 

аlcaligenes  A5. Через 6 месяцев после интродукции биопрепарата в грунте 

существенно уменьшилась концентрация углеводородов с длиной цепи С14-С27, а 

также С32-С34 (в среднем на 80% по сравнению с контролем), а углеводороды с 

длиной цепи С10-С13 и С28-С31 полностью исчезли. Также с помощью тест-

организмов установлено значительное снижение токсичности 

рекультивированного грунта (Жубанова и др., 2013).  

Выделены и исследованы микроорганизмы нефтешламов, способные к 

эффективной азотфиксации и разложению углеводородов.  На основании 

полученных результатов  была разработана  биотехнология обезвреживания и 

переработки промышленных нефтесодержащих отходов путем активации 

содержащихся в них аборигенных азотфиксирующих микроорганизмов. 

Предложен штамм бактерий P. stutzeri ВКПМ B-11230 − деструктор 

алифатических и ароматических углеводородов, стимулирующий  рост растений, 

который можно применять для  очистки и фиторемедиации нефтезагрязненных 

почв и нефтехимических шламов, в т.ч. в условиях высокого содержания 
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загрязнителя и в присутствии тяжелых металлов (Григорьева, 2009, Григорьева и 

др., 2012, 2014; Naumova et al., 2009). 

Низкая водорастворимость нефтяного шлама и других углеводородных 

соединений является серьезной проблемой при их биоремедиации. В работах 

(Bezza et al., 2015;  Bezza, 2016) из почвы, хронически загрязненной креозотом и 

другими углеводородами (Западная Претория, Южная Африка), выделен штамм 

CN3, идентифицированный как Ochrobactrum intermedium. Способность изолята 

разрушать нефтяной шлам и влияние синтезируемого им  биосурфактанта  на этот 

процесс тестировали в экспериментах с жидкой культурой с 4% (об./об.) 

нефтешлама. Установлено, что сам микроорганизм разлагает до 40% 

длинноцепочечных алифатических и полициклической ароматических 

углеводородов, а в присутствии биосурфактанта он способен к  деградации на 

70% наиболее гидрофобных компонентов нефтяного шлама за 3 недели.  

Подводя итоги, можно сказать, что в современных условиях все более 

ужесточающихся требований природоохранного законодательства и правил 

лицензирования и землеотвода, задача эффективного обезвреживания 

нефтеотходов и ликвидации амбаров-накопителей по-прежнему остается 

актуальной. С одной стороны, это связано с высокой устойчивостью нефтешламов 

к разрушению, особенностями их состава и свойств, которые постоянно меняются 

под воздействием погодных условий и процессов, протекающих в них. С другой 

стороны, предприятия нефтедобывающей и нефтеперерабатывающей 

промышленности при обращении с нефтеотходами должны всячески 

содействовать минимизации их количества, стараться делить их на группы уже на 

стадии образования для обеспечения возможности применения наиболее 

рациональных способов утилизации или обезвреживания каждой группы, 

разрабатывать собственные экономически доступные и технически осуществимые 

технологии для вовлечения отходов в ресурсооборот (Кудеева, 2015). 
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ГЛАВА 5. МИКРООРГАНИЗМЫ В ПРОЦЕССАХ ОЧИСТКИ 

ОКРУЖАЮЩЕЙ СРЕДЫ ОТ УГЛЕВОДОРОДНОГО ЗАГРЯЗНЕНИЯ  

5.1. Разнообразие углеводородокисляющих микроорганизмов  

Основными агентами биодеградации различных загрязняющих веществ   в 

экосистемах являются микроорганизмы, при этом  ключевую роль в процессе 

деструкции природными микробными сообществами таких распространенных 

поллютантов, как нефть и нефтепродукты, играют углеводородокисляющие 

микроорганизмы. Поэтому вполне понятен интерес многих ученых к изучению 

свойств именно этой группы объектов живой природы. 

Установлено, что УОМ широко распространены в природе. Они 

обнаруживаются в разнообразных водных и почвенных экосистемах, особенно 

загрязнённых углеводородами или нефтью, а также в самой нефти и пластовых 

водах месторождений (Иванова и др., 2012; Михайлова, 2012; Назина и др., 2013, 

2015; Карасева и др., 2017; Nazina et al., 2013). Известны бактерии, 

цианобактерии, грибы и водоросли, способные использовать нефть и ее 

производные в качестве единственного источника углерода и энергии.  

Изучены углеводородокисляющие дрожжи рр. Candida, Rhodotorula, 

Trichosporom, Saccharomyces, мицелиальные грибы рр. Aspergillus, Penicillum, 

Fusarium  и пр. (Рябцева и др., 2015, 2016; Farag, Soliman, 2011; Jarboui et al., 2012;  

Olukunle et al., 2012; Shumin et al., 2012; Mostafa et al., 2015; Olukunle, Oyegoke, 

2016; Zhang et al., 2016; Nrior, Onwuka, 2017; Al-Hawash et al., 2018a, 2018b). 

Углеводородокисляющие бактерии обнаружены среди следующих родов: 

 − Rhodococcus (Делеган и др., 2016а, 2016б; Лыонг и др., 2016; Филонов, 

2016; Беловежец и др., 2017; Борзова и др., 2017; Петриков и др., 2017; Третьякова 

и др., 2017; Филонов и др., 2017; Kuyukina et al., 2009; Astashkina et al., 2015);  

− Pseudomonas (Жубанова и др., 2013; Панов и др., 2013; Филонов, 2016; 

Филонов и др., 2017; Беловежец и др., 2017; Astashkina et al., 2015; Gayathiri et al., 

2017; Al-Dhabaan et al., 2018);   

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X18301414#!
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− Bacillus (Гоголева, 2012; Жубанова и др., 2013; Мусаева и др., 2014; 

Плешакова и др., 2017; Alegbeleye et al., 2017; Gayathiri et al., 2017; Ogugbue et al., 

2017; Al-Dhabaan et al., 2018; Kashi et al., 2018);  

− Arthrobacter (Сребняк, 2008;  Жубанова и др., 2013; Панов и др., 2013; 

Мусаева и др., 2014; Карасева и др., 2017); 

− Acinetobacter (Овчинникова, 2011; Гоголева, 2012; Филонов, 2016; 

Беловежец и др., 2017; Mazumdar et al., 2013; Wu, М. et al., 2016; Ogugbue et al., 

2017);  

− Azotobacter (Сулима и др., 2010; Галкина и др., 2017; Ogugbue et al., 2017);  

− Achromobacter (Mazumdar et al., 2013, 2015; Ogugbue et al., 2017);  

−Ochrobactrum (Chai et al., 2015; Bezza et al., 2015; Bezza, 2016; Tirado-Torres 

et al., 2017); 

− Corynebacterium (Сребняк, 2008;  Gayathiri et al., 2017; Ogugbue et al., 

2017);  

− Flavobacterium (Xu, 2012; Gayathiri et al., 2017);  

− Alcanivorax  (Prince et al., 2010; Santisi et al., 2015; Ogugbue et al., 2017);  

− Alcaligenes (Гоголева, 2012; Жубанова и др., 2013; Gayathiri et al., 2017); 

− Burkholderia (Овчинникова, 2011; Balogun  et al., 2015; Almatawah, 2017; 

Ogugbue et al., 2017);  

− Gordonia (Делеган и др., 2016а, 2016б; Борзова и др., 2017; Карасева и др., 

2017; . Nicdao, Rivera, 2012; Qi et al., 2017); 

− Serratia (Мусаева и др., 2014; Филонов, 2016; Alegbeleye et al., 2017; 

Gayathiri et al., 2017;  Ogugbue et al., 2017); 

− Nocardia (Сребняк, 2008;  Федоренко и др., 2016; Шестаков и др., 2017б); 

− Cycloclasticus (Teramoto et al., 2010; Brakstad et al., 2015; Mapelli et al., 

2017); 

− Micrococcus (Филонов, 2016;  Карасева и др., 2017); 

− Streptomyces (Карасева и др., 2017; Коваленко и др., 2018) и др. 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X18301414#!
https://www.tandfonline.com/author/Tirado-Torres%2C+David
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В данном обзоре основное внимание будет уделено представителям рр. 

Pseudomonas, Acinetobacter, Ochrobactrum и их роли в процессах очистки 

окружающей среды от загрязняющих веществ. 

 

5.2. Применение бактерий рода Acinetobacter для деструкции нефти и 

нефтепродуктов в почве и воде 

Согласно современной таксономии эубактерий, р. Acinetobacter 

принадлежит к семейству Moraxellaceae порядка Pseudomonadales класса 

Gammaproteobacteria (тип Proteobacteria). Представители этого рода 

свободноживущие, строго аэробные грамотрицательные, неферментирующие,  

каталазоположительные, оксидазоотрицательные, неподвижные, 

неспорообразующие гетеротрофные бактерии, форма которых в зависимости от 

фазы и условий роста может быть кокковидной либо коккобациллярной, 

некоторые могут образовывать слизь (Чеботарь и др., 2014; Acinetobacter, 2008; 

Chan et al., 2012).  

Ацинетобактерии характеризуются метаболической универсальностью, что 

обеспечивает их экологическую пластичность и повсеместную 

распространенность. В качестве источника питания они используют очень 

широкий круг разнообразных веществ от простых углеводов (глюкоза и др.) и 

нефти  до тканей организма человека. Acinetobacter spp. играют важную роль 

в биологическом разложении большого количества веществ, загрязняющих 

окружающую среду, в т.ч. и нефтепродуктов. 

Так, в лабораторных экспериментах показано, что степень деструкции н-

алканов нефти  после их окисления штаммами A. junii Е1 133, A. calcoaceticus 

Е1 134 и Е1 135 составила 71-99% (Емельянова, 2009). 

Штаммы, выделенные из загрязненной нефтью почвы (Дэжон, Южная 

Корея) и идентифицированные как A. haemolyticus MJ01 и А. johnsonii MJ4, могут 

деградировать более 90% дизельного топлива  с начальной концентрацией 20000 

мг/л после инкубации в течение 7 суток. По мнению авторов, это свидетельствует 
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о возможности применения указанных бактерий для биоремедиации объектов, 

контаминированных этим нефтепродуктом(Lee et al., 2012). 

Некоторые штаммы р. Acinetobacter, деградирующие высокие концентрации 

нефти и нефтепродуктов в присутствии 3% NaCl и рН 4-10, можно использовать 

для очистки от углеводородного загрязнения засоленных почв, например, на 

территории нефтеразлива, где кроме загрязнителя присутствуют 

минерализованные пластовые воды  (Ветрова и др., 2013а). 

Госал с соавт. (Ghosal et al., 2013) впервые сообщили  о полной деградации 

аценафтенов и аценафтилена  микроорганизмом, принадлежащим к р. 

Acinetobacter.  Они выяснили механизм этого процесса у  штамма AGAT-W, 

изолированного ими из почвы, загрязненной муниципальными отходами. 

Показано, что степень разложения сырой нефти штаммами A. calcoaceticus 

134, A. calcoaceticus ACKS и Acinetobacter sp. в течение 40 суток в лабораторном 

опыте составляет 40-73%, а в вегетационных условиях − 40-60%. Предполается 

использование указанных микроорганизмов для рекультивации 

нефтезагрязненных почв (Подольский и др., 2014). 

Из морских донных отложений была выделена бактерия Acinetobacter sp. 

HC8-3S, деградирующая фракцию насыщенных углеводородов сырой нефти на 

94% за 5 суток. Штамм был признан полезным для очистки загрязненной нефтью 

окружающей среды, поэтому  параметры его ферментации были оптимизированы 

для промышленного культивирования (Lin et al., 2014; Liu et al., 2016).  

Предложено применять микроорганизмы A.  beijerinckii 302-PWB-OH1 и 

ZRS, изолированные из загрязненной нефтью почвы (Синьцзянь-Уйгурский 

автономный округ, Китай), для очистки морской воды от дизельного топлива. Оба 

штамма хорошо зарекомендовали себя в лабораторных экспериментах, разлагая 

этот нефтепродукт на 65-73,9% в зависимости от условий опыта  (Huang L. et al., 

2013; Lei et al., 2013). 

Рекомендован штамм  Acinetobacter sp. N3  для деградации нефтяных 

углеводородов в морской воде. При температуре 30
о
С, рН 8,0, концентрации 
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загрязнителя 2 г/л и в условиях крайне высокой солености модельной среды 

(35%) штамм разлагал 16,2%  сырой нефти (Fatajeva  et al., 2014). 

Многие представители р. Acinetobacter продуцируют ПАВ, которые 

эмульгируют нефть и углеводороды, делая их доступными для разложения в 

жидкой среде. Показана эффективность применения невысоких концентраций 

ПАВ (5-15% в воде или 100-300 мл/кг почвы), образуемых бактерией А. 

calcoaceticus IМВ В-7241, для очистки от нефти воды (содержание загрязнителя 

2,6-6,0 г/л) и почвы (содержание загрязнителя 21,4 г/кг). Степень деструкции 

поллютанта в воде составила 87,7-92,3%, в почве − 80,8-82,2% (Пирог и др., 2015). 

Бао с соавт. (Bao et al., 2014) изучена бактерия Acinetobacter sp. D3-2, 

выделенная из почвы, загрязненной нефтью. Штамм утилизирует различные 

углеводородные субстраты и продуцирует биосурфактант липопептидной 

природы. Установлено, что Acinetobacter sp. D3-2 при 30°С в присутствии 3% 

NaCl способен деградировать 82% углеводородов сырой нефти. 

В результате биодеградации сырой нефти штаммом A. baylyi ZJ2, 

продуцирующим биосурфактант липопептидной природы, произошло 

уменьшение количества тяжелых компонентов и увеличилось содержание легких 

фракций углеводородов в почве.  По мнению авторов, штамм имеет значительные 

перспективы применения в экологической биотехнологии (Zou  et al., 2014). 

Из речной воды, загрязненной сливами нефтеперерабатывающего завода, 

был выделен микроорганизм A. haemolyticus Zn01, продуцирующий ПАВ, которое 

обладает 60%-ным значением индекса эмульгирования дизельного топлива. С 

помощью штамма Zn01 степень деградации данного вещества за 14 суток 

достигала 92%. Бактерия содержит гены катаболизма углеводородов, 

кодирующие ключевые ферменты этих процессов, такие как alkB и C23O и может 

быть использована для очистки воды от дизельного топлива (Onur  et al., 2015; 

Icgen, Yilmaz,  2016). 

Изолят В6, отнесенный к виду A. junii, был выделен из почвы, загрязненной 

иранской легкой сырой нефтью. Штамм образует  биосурфактант и деградирует 

большинство компонентов алкановой фракции  нефти при использовании их 
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качестве единственного источника углерода. Микроорганизм и образуемый им 

могут  использоваться в биоремедиации и для повышения добычи нефти (Ohadi et 

al., 2017). 

Изучена углеводородокисляющая активность и способность к продукции 

биоПАВ у трех представителей р. Acinetobacter.  Обоснована возможность 

использования консорциума  из этих  штаммов в качестве основы биопрепарата-

нефтедеструктора, в котором  бактерии A. radioresistens осуществляют  

ферментативное окисление нефтепродуктов (штамм В-5064  и В-2838), а A. 

calcoaceticus В-3780 продуцирует биосурфактант. Доказана эффективность 

консорциума для очистки почвы, загрязненной отработанным маслом (15-20 г/кг 

почвы). Деструкция поллютанта за 2 месяца составила 48,4%, общая численность 

микроорганизмов возросла на 2 порядка, а падение коэффициента гумификации 

замедлялось на 20% или полностью прекращалось, что свидетельствует о 

положительной направленности гумусообразования, способствующего 

повышению плодородия почвы (Логинова и др., 2011а, 2011б, 2011в; Данг, 2012).  

В дальнейшем, на основе указанного консорциума, был разработан биопрепарат 

из лиофильно высушенных бактерий для очистки от нефтяного загрязнения 

(Большаков и др., 2017).   

Представители р. Acinetobacter  входят в состав многочисленных 

нефтеокисляющих консорциумов.  Так, предложена искусственная ассоциация 

бактерий-нефтедеструкторов Acinetobacter sp. В-1037, Pseudomonas sp. В-989, 

Bacillus sp. B-1040, выделенных из нефтезагрязненной почвы. За 21 сутки 

культивирования в жидкой среде с нефтью при 10°С степень биодеградации 

нефти составила 69-84%. Для ремедиации почв, загрязненных нефтепродуктами, 

используют водную суспензию лиофильно высушенной биомассы ассоциации 

штаммов. В модельном эксперименте ее внесение в почву ускоряло снижение 

токсичности после загрязнения отработанным автомобильным маслом и соляркой 

и способствовало восстановлению микробиоценоза и травяного покрова 

(Ильичева и др., 2014).  
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Было проведено исследование эффективности применения 

микроорганизмов P. aeruginosa, B. subtilis и A. lwoffi, выделенных из загрязненных 

нефтью воды и почвы, для разложения сырой египетской нефти по отдельности и 

в бактериальном консорциуме. При температуре 22°C после 28 суток инкубации 

индивидуальные бактериальные культуры показали меньший рост и деградацию 

загрязнителя (74,3-77,8%), чем состоящий из них консорциум, с помощью 

которого  утилизировали  88,5% нефти (Al-Wasify, Hamed, 2014). 

Разработана микробная ассоциация «ВиО» как основа биопрепарата для 

биоремедиации почвенных и водных экосистем, загрязненных нефтью и 

нефтепродуктами, состоящая из штаммов-деструкторов рр. Rhodococcus, 

Pseudomonas и Acinetobacter, содержащих катаболические плазмиды. Консорциум 

способен к деградации углеводородов нефти при их концентрации до 30%, в 

температурном диапазоне 4-42°С и в присутствии до 5% соли (Филонов, 2016; 

Ветрова и др., 2018). 

Бактерии р. Аcinetobacter являются действующим веществом нескольких 

коммерческих биопрепаратов для очистки окружающей среды от нефтяного 

загрязнения, таких как «Олеворин», «Дестройл», «Валентис», «Экойл», «Лессорб-

био» (см. п. 1.2.2.2).  

 

5.3. Деградация углеводородсодержащих веществ бактериями рода  

Ochrobactrum   

Согласно современной таксономии эубактерий, род Ochrobactrum 

принадлежит к семейству Brucellaceae порядка   Rhizobiales класса 

Alphaproteobacteria (тип Proteobacteria). Представители рода строго аэробные 

грамотрицательные, неферментирующие,  каталазо- и оксидазоположительные, 

неспорообразующие гетеротрофные бактерии, в форме коротких палочек. Могут 

иметь жгутики и образовывать слизь. 

Ochrobactrum spp. играют важную роль в биологическом разложении 

большого количества веществ, загрязняющих окружающую среду, например, 
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нефти и нефтепродуктов (в т.ч. и ПАУ), пестицидов, углеводородсодержащих 

отходов  и пр. 

Так, например, бактериальный изолят MS30, выделенный из загрязненной 

углеводородами почвы и  отнесенный к виду O. lupini, показывал высокий рост на 

твердой среде со смесью бензола, толуола, этилбензола, о-, м- и п-ксилола 

(концентрация смеси 250 мг/л).  В лабораторных опытах показано, что штамм 

MS30 деградировал 94,6% от общего количества нефтяных углеводородов в 

водных средах и 43,6% − в почве (Eraky et al., 2015). 

 

Госал с соавт. (Ghosal et al., 2010) впервые установили метаболический путь 

деградации фенантрена через 2-гидрокси-1-нафтойную кислоту, салициловую 

кислоту и катехол с помощью бактерии Ochrobactrum sp. PWTJD, изолированной 

ими из почвы, загрязненной муниципальными отходами. 

Из пластовой воды нефтеместорождения (провинция Шаньси, Китай) 

выделен штамм Ochrobactrum sp. 2745-2, разлагающий сырую нефть. Это 

аэробные палочки с оптимальным ростом при 42°C и pH 5,5. У бактерий 

обнаружены гены, ответственные за эмульгирование и деструкцию сырой нефти 

(Chai et al., 2015).  

Бактерия Ochrobactrum sp. С1 способна деградировать отработанные 

смазочные материалы: ее эффективность после 7 суток инкубации составляет 

48,5% для моторного масла и 30,5% − для трансформаторного масла. Для 

достижения максимального результата был осуществлен подбор условий 

культивирования. Результаты показали, что при температуре 36,4°С, рН 7,3 и 

концентрации масла 4,6% (объем.) разложение отработанного моторного масла 

составляет 57% за 7 суток. Штамм был  изолирован из нефтезагрязненной почвы с 

территории полигона промышленных отходов сталелитейного завода (Бернпур, 

Индия). Это первое исследование, показывающее, что представитель рода 

Ochrobactrum способен разрушать отходы смазочных материалов (Bhattacharya et 

al., 2015). 
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 Ученые из Южной Африки  установили, что штаммы р. Ochrobactrum, 

выделенные  из жидкой среды, содержащей  1% шлама сырой нефти, способны к 

обезвреживанию этого шлама, разлагая около 50% углеводородов, входящих в его 

состав, за 7 суток культивирования при 28
о
С (Obi et al., 2016).  

Из 20 бактериальных культур, обнаруженных в контаминированной нефтью 

почве, были отобраны 3, демонстрирующие  хороший рост на солевой среде с 4% 

сырой нефти и высокие значения индекса эмульгирования и поверхностного 

натяжения, а также степени деградации нефти. Штаммы идентифицировали как 

O. cytisi RAM03, O. anthropi RAM06 и RAM17. Микроорганизмы обладают 

значительным биотехнологическим потенциалом, поскольку после 30-дневной 

инкубации они разрушали более 93% от общего количества нефтяных 

углеводородов в воде и 54% − в почве. Штаммы могут эффективно удалять как 

алифатические, так и ароматические углеводороды (Abou-Shanab et al., 2016).  

Cточные воды нефтеперерабатывающих заводов содержат высокие 

концентрации углеводородных соединений. Штамм O. anthropi МР3 за 7 суток 

деградирует 53% этих веществ в сточной воде. Обнаружено, что экзополисахарид, 

синтезируемый данным микроорганизмом в количестве 0,42 г/л, представляет 

собой гликопротеин и обладает высокой эмульгирующей активностью в 

отношении дизельного топлива (60%) (Ramasamy et al., 2014).  

Полициклические ароматические углеводороды (ПАУ) − разнообразная 

группа органических соединений, для которых характерно наличие в химической 

структуре двух и более конденсированных бензольных колец. В природе они 

входят в состав нефти, встречаются в пластах каменного, бурого угля и антрацита, 

образуются в процессе пиролиза целлюлозы, а также как продукт неполного 

сгорания при лесных пожарах. Основными источниками эмиссии техногенных 

ПАУ в окружающую природную среду являются предприятия энергетического 

комплекса, автомобильный транспорт, химическая и нефтеперерабатывающая 

промышленность. Многие из них являются сильными химическими 

канцерогенами. Такие соединения, как бенз(a)антрацен, бензпирен и овален, 

обладают ярко выраженными канцерогенными, мутагенными и тератогенными 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A3%D0%B3%D0%BB%D0%B5%D0%B2%D0%BE%D0%B4%D0%BE%D1%80%D0%BE%D0%B4%D1%8B
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9E%D1%80%D0%B3%D0%B0%D0%BD%D0%B8%D1%87%D0%B5%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B5_%D1%81%D0%BE%D0%B5%D0%B4%D0%B8%D0%BD%D0%B5%D0%BD%D0%B8%D1%8F
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%90%D1%80%D0%BE%D0%BC%D0%B0%D1%82%D0%B8%D1%87%D0%BD%D0%BE%D1%81%D1%82%D1%8C
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B0%D0%BC%D0%B5%D0%BD%D0%BD%D1%8B%D0%B9_%D1%83%D0%B3%D0%BE%D0%BB%D1%8C
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%91%D1%83%D1%80%D1%8B%D0%B9_%D1%83%D0%B3%D0%BE%D0%BB%D1%8C
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%90%D0%BD%D1%82%D1%80%D0%B0%D1%86%D0%B8%D1%82
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D0%B8%D1%80%D0%BE%D0%BB%D0%B8%D0%B7
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A6%D0%B5%D0%BB%D0%BB%D1%8E%D0%BB%D0%BE%D0%B7%D0%B0
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9B%D0%B5%D1%81%D0%BD%D0%BE%D0%B9_%D0%BF%D0%BE%D0%B6%D0%B0%D1%80
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свойствами. Будучи производными бензола, ПАУ являются термодинамически 

устойчивыми, низко водорастворимыми и сильно гидрофобными,  поэтому при 

систематическом образовании  они в значительных количествах накапливаются в 

природных объектах. Это делает ПАУ одними из приоритетных загрязнителей 

окружающей среды (Niritha et al., 2017; Varjani et al., 2018). Имеются сведения о 

способности бактерий р. Ochrobactrum к окислению  таких опасных 

загрязнителей окружающей среды как ПАУ. Штамм Ochrobactrum sp. BAP5, 

изолированный из морских донных отложений, разлагает бензоперен  в 

концентрации 50 мг/л за 30 суток   на 20% (Nikitha et al., 2017), а бактерия O. 

intermedium, выделенная из почвы с территории нефтеперерабатывающего завода 

(штат Уттар-Прадеш, Индия), способна к деградации полициклического 

ароматического углеводорода хризена (Ali et al., 2015). Изучены свойства 

микроорганизма O. anthropi 126, обнаруженного в загрязненной углеводородами 

почве (округ Асир, Саудовская Аравия). Биодеструкция антрацена этой бактерией 

составляет 50% при его начальной концентрации в среде 500 мг/л (Alrumman  et 

al., 2016).  

Тиррадо-Торес с соавт.  (Tirado-Torres et al., 2017) из загрязненной нефтью 

почвы (штат Веракрус, Мексика) изолировали и идентифицировали 2 штамма − 

O. intermedium и Ochrobactrum sp. В лабораторном эксперименте за 80 суток 

инкубации при 30°С при содержании фракции  ПАУ в количестве 24,15 мг/кг 

сухой почвы, O. intermedium разлагал 69,9% загрязнителя, а при содержании в 

47,49 мг/кг − 80,7%. Штамм  Ochrobactrum sp. был менее активен, разлагая 44,4 и 

27,3%  ПАУ соответственно. Оба микроорганизма деградировали и 

индивидуальные вещества, включая высокомолекулярные. Так, они разрушали 

практически полностью флуорантен. Деструкция бензо(b)флуорантена штаммом  

O. intermedium составила 81,8%, бензо(a)пирена − 87,0%, у Ochrobactrum sp. эти 

показатели были более низкими − 59,1 и  56,5% соответственно. По мнению 

авторов этой и других работ (Ferhat et al., 2011; Bezza et al., 2015, Bezza, 2016), 

высокая способность к деградации углеводородов и ПАУ, в частности, у 

представителей р. Ochrobactrum связана с тем, что они производят 

https://www.tandfonline.com/author/Tirado-Torres%2C+David
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биосурфактант, который уменьшает поверхностное натяжение и обладает 

высокой эмульгирующей активностью, тем самым ускоряя процесс разрушения 

углеводородов (см. п. 6.1).  

Был исследован состав и деградирующий потенциал 

углеводородокисляющих бактерий, выделенных из морской воды около о. Кон 

Дао (Вьетнам) в Южно-Китайском море (Doan et al., 2017). Остров расположен на 

оживленном морском пути, по которому ежедневно перевозят 15 млн. баррелей 

нефти. Авторы установили, что среди 16 обнаруженных изолятов, наиболее 

активными оказались штаммы P. putida  BD-2.5.6 и O. anthropi BD-2.5.3, которые  

могут  разлагать более 40% сырой нефти и н-алканов, а также 25% ПАУ, 

присутствующих в воде. 

Из ризосферы растений, произрастающих в мангровых зарослях, 

загрязненных нефтью, были выделены бактерии, идентифицированные как 

Ralstonia pickettii, Bacillus sp. Bacillus circulans, O. anthropi. Все изоляты могут 

использовать углеводородные соединения в качестве единственного источника 

углерода и энергии. Но, по сравнению с отдельными культурами, деградация 

нефти консорциумом из этих  микроорганизмов происходит более эффективно. 

Так, при начальной концентрации в 5% она разлагается на 94,4%, при 10%  − на 

80,3%, при  15% − на 72% (Rinanti, Nainggolan, 2018). 

На основе микроорганизмов р. Ochrobactrum разработан биопрепарат 

«Охромин» для очистки почвы и воды от нефти и нефтепродуктов и утилизации 

нефтесодержащих отходов, применяемый в широком диапазоне температур и рН. 

С его помощью степень деградации через 72 ч составляет: для парафина – 98%, 

дизельного топлива – 95%, нефти – 90%, нефтешлама – 50%. На полигоне 

нефтесодержащих отходов «Башнефть-Уфа» в результате проведения опытно-

промышленных испытаний биопрепарата с использованием нефтешламовой 

установки фирмы «Альфа-Лаваль» выявлено, что степень разложения 

нефтешлама за один вегетационный период достигала 80-86% (Соколов, 2017). 

 



 88 

5.4. Очистка почвы и воды от нефти и нефтепродуктов с использованием 

бактерий рода  Pseudomonas  

Согласно современной таксономии эубактерий, род Pseudomonas 

принадлежит к семейству Pseudomonadaceae порядка Pseudomonadales  класса 

Gammaproteobacteria  (тип Proteobacteria).  Он обладает значительной 

гетерогенностью и  сейчас включает более 218 видов (LPSN bactrio.net). 

Псевдомонады  − это грамотрицательные, аэробные, неспорообразующие, 

неферментирующие,  каталазо- и оксидазоположительные, подвижные бактерии 

(исключая P. mallei), имеющие форму прямых или изогнутых палочек и полярно 

расположенные жгутики. Многие могут образовывать флуоресцирующие 

пигменты. Представители этого рода распространены в природе повсеместно − в  

воздухе, почве, морских и пресных водоемах, сточных водах, нефти. Также их  

обнаруживают на пищевых продуктах, телах животных, растениях, а также в 

гнойных ранах и экскрементах больных млекопитающих (Pseudomonas…, 2008; 

Özen, Ussery, 2012). Они известны своей способностью  использовать очень 

широкий спектр органических соединений. Такую метаболическую  

универсальность связывают с тем, что у очень многих представителей р. 

Pseudomonas наряду с хромосомной ДНК есть дополнительный генетический 

материал в виде плазмид биодеградации, которые играют важную роль в 

адаптации бактерий к изменяющимся условиям окружающей среды. Они 

содержат гены, ответственные за разложение различных органических веществ, в 

т.ч. н-алканов, моно- и полициклических ароматических углеводородов, 

гетероциклических соединений. Интродукция микроорганизмов, имеющих  

плазмиды биодеградации ароматических углеводородов, интенсифицирует 

процессы очищения от поллютантов путем передачи этих плазмид эндогенным 

микроорганизмам (Ветрова и др., 2008, 2009, 2013б; Овчинникова и др., 2009; 

Филонов и др., 2010б; Филонов, 2016; Al-Gelawi  et al., 2013; Sharma, Pathak, 2014; 

Kahlon, 2016). Благодаря своим свойствам,  бактерии р. Pseudomonas активно 

изучаются учеными всего мира с целью применения их в очистке окружающей 
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среды от различных экотоксикантов (Wasi  et al., 2013; Fuentes et al., 2014; Pandey 

et al., 2016; Koshlaf, Ball, 2017).  

В Республике Казахстан из многочисленных образцов активного ила и 

сточных вод АО «Карбид», производящего синтетический каучук (г. Темиртау), а 

также почв Тенгизского месторождения (Атырауская обл.) и воды Каспийского 

моря в районе нефтеналивных причалов порта (г. Актау), выделены бактерии р. 

Pseudomonas, которые  отнесены к видам P. aeruginosa (штаммы ДС-26 и 8), P. 

putida D12,  P. mendocina H3, P. pseudoalсaligenes (штаммы H7 и Н16), P. stutzeri 

H10, P. alсaligenes H15, P. mallei 36К. Отобранные микроорганизмы способны 

использовать нефть и нефтепродукты в качестве единственного источника 

углерода и энергии при  их концентрации в среде 2-10 г/л. Наибольшей 

активностью обладали штаммы P. mendocina Н3 и P. aeruginosa 8, благодаря 

которым степень разложения нефти составляла 87,5  и 72,5%, дизельного топлива 

− 90 и 86%, толуола − 86 и 85% соответственно.  В лабораторных экспериментах 

показана деструктивная активность микробного консорциума на основе клеток P. 

mendocina Н3, P. aeruginosa 8 и P. stutzeri Н10 в отношении нефтезагрязненного 

балластного слоя железнодорожного полотна. Через 7 суток содержание 

углеводородов  в балластном слое уменьшилось на 32%, через 14 суток – на  47%, 

а через 30 суток – на 64%. Результаты получили подтверждение в ходе 

производственных испытаний консорциума по очистке балластного щебня 

железнодорожного полотна на участке Алматы – Чимкент (Джусупова, 2010).  

Из морской воды вдоль побережья о. Гоа (Индия), контаминированной 

сырой нефтью, выделен штамм P. аeruginosa, использующий дизельное топливо в 

качестве единственного источника углерода и энергии и окисляющий н-алканы 

C12-C33 с высокой скоростью в присутствии 3% NaCl (Pasumarthi et al., 2013).  

Кумар с соавт. (Kumar et al., 2014) выделили из почвы, загрязненной 

нефтью, штамм P. fluorescens, который способен при  температуре 37°С  и рН 8,0 

эффективно деградировать  дизельное топливо. 

http://pandia.ru/text/category/konsortcium/
http://pandia.ru/text/category/ballast/
http://pandia.ru/text/category/shimkent/
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Обнаружено, что в микробной популяции, обитающей  в нефтепроводах 

Индийской нефтяной корпорации,  наиболее распространен вид P. stutzeri, 

способный использовать ароматические углеводороды, такие как ксилол, толуол, 

фенол, а также ПАУ (нафталин). Исследователи установили ферменты, которые 

содействуют деградации аренов (бензоатадиоксигеназа, 1,2-диоксигеназа толуола 

и 1,2-диоксигеназа катехола) и   алифатических углеводородов 

(метанолдегидрогеназа) (Joshi et al., 2014). 

В образцах почвы, содержащих сырую нефть (штат Тамилнад, Индия), 

обнаружены бактерии P.  putida DB1 и   B. cereus DB2. В лабораторных 

экспериментах через 7 суток инкубации штамм DB1 деградировал 65% сырой 

нефти, а DB2 – 40%. В результате инокуляции нефтезагрязненной почвы 

микроорганизмами, снижалась ее фитотоксичность, увеличивалась всхожесть 

семян, длина проростков и корней  зернобобовой культуры Vigna mungo. При 

этом применение бактерии P.  putida DB1 оказалось более эффективно, чем 

использование B. cereus DB2 (Vinothini et al., 2015).  

Три штамма микроорганизмов р. Pseudomonas, выделенных из почвы вокруг 

резервуаров для хранения сырой нефти в гавани Ченнаи (Индия), являются очень 

перспективными для очистки окружающей среды от нефтепродуктов. В 

лабораторных условиях в жидкой среде эффективность деградации бензина  с 

помощью этих штаммов составила 85,6-87,8%, дизельного топлива – 94-97,8%, 

моторного масла – 67,8-71,4% (Vignesh  et al., 2016).  

В результате скрининга из воды озера Халы-Балы (Амгинский район, 

Республика Саха (Якутия)), загрязненного арктическим дизельным топливом, 

выделен не патогенный, не токсичный по отношению к высшим растениям штамм  

P. рanipatensis C71 (ВКПМ В-10593).  В лабораторном эксперименте за 2 месяца 

экспозиции с помощью этого микроорганизма удалось добиться высокой степени 

разложения в воде сырой неочищенной нефти − 98,3% (начальная концентрация 

поллютанта 1%). В другом опыте по очистке водной солевой среды,  содержащей 

нефть или нефтепродукты (1000 мг/100 мл среды), при различных температурах 

культивирования установлено, что уже на пятый день при температуре +8°C 
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штамм деградировал 79,6% нефти и 40,0% дизельного топлива; при +20°C эти 

показатели составили 94,5 и 48,5% соответственно; при +30°C − 96,4 и 67,7% 

соответственно.  Проведен эксперимент по очистке мерзлотной почвы на месте 

аварийного разлива арктического дизельного топлива с помощью штамма P. 

panipatensis. За один вегетационный период (2 месяца) под влиянием 

интродукции бактерии происходила деструкция 91,7% нефтепродуктов. В 

дальнейшем был разработан биопрепарат для очистки  почвы и воды от 

нефтезагрязнений, содержащий биомассу бактерий P. panipatensis, 

иммобилизованную на  поверхности вспученного вермикулита (Ерофеевская, 

2013, 2014а, 2015, 2016).  

Штамм P. aeruginosa NCIM 5514, способный утилизировать сырую нефть в 

качестве единственного источника углерода и энергии, был изолирован из 

загрязненной нефтью почвы (штат Гуджарат, Индия). Микроорганизм является 

аэробным, мезофильным, галотолерантным (растет при 5% NaCl) и продуцирует 

биосурфактант в количестве 3,2 ± 0,1 г/л, который является смесью 

дирамнолипида и монорамнолипида. Степень деградации сырой нефти штаммом 

P. aeruginosa NCIM 5514 составляет 60,63% (Varjani, Upasani, 2016a, 2016b, 

2017b;  Varjani, 2017а). 

Установлена способность бактерий P. aeruginosa к очистке от загрязнения 

углеводородами воды озера Альберта (Уганда) (Kiraye et al., 2016). 

Многие представители р. Pseudomonas способны к деструкции и очистке 

окружающей среды от ПАУ (Farshid  et al., 2011; Kafilzadeh et al., 2012; Amenu et 

al., 2014; Sharma, Pathak, 2014; Ghosal et al., 2016). Так, показано, что 

использование штаммов вида P. putida для очистки  почвы, загрязненной ПАУ, 

является эффективным приемом биоремедиации. После двух месяцев полевого 

эксперимента концентрация нафталина уменьшилась на 63,6%, а пирена – на 

96,6% (Pizarro-Tobías et al., 2015). 

Два штамма P. aeruginosa RM1 и SK1, выделенные из нефтезагрязненной 

тропической почвы (г. Лагос, Нигерия), обладают значительной способностью к 
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деградации отработанного моторного масла в целом, и содержащихся в нем ПАУ 

в частности. С помощью газовой хроматографии установлено, что 66,6 и 89,1%, а 

также  63,4 и 90,8% начального содержания моторного масла были деградированы 

бактериями RM1 и SK1 в течение 12 и 21 дней. После 12 суток инкубации 

штаммов RM1 и SK1 обнаружено полное исчезновение углеводородных фракций 

C15, C23, C24, C25 и C26, а также резкое снижение содержания фракций C13, C14, C16 и 

ПАУ, таких как C19  − антрацен и C22  − пирен. В конце 21 суток наблюдали 

полное исчезновение C17 − пристана, C22 − пирена, одного соединения из 

антраценовой фракции и значительное снижение содержания фракции C18 −  

фитана (97,2% штамм RM1, 95,1% штамм SK1) (Salam, 2016).  

Из подзолистой нефтезагрязненной почвы (Пуровский район, ЯНАО) 

выделен штамм P. denitrificans Fdl, который в лабораторных условиях 

утилизирует фенантрен за 14 суток на 83,2%, а в присутствии детергента твин-20 

− за 1 сутки на 100%. Штамм запатентован и может быть использован для 

получения препарата для очистки почвы, грунтовых и поверхностных вод от 

фенантрена (Астанин и др., 2016).  

Бактерии р. Pseudomonas в виде монокультуры или в ассоциациях 

входят в состав многих биопрепаратов для очистки окружающей среды от 

нефтяного загрязнения (см. пп. 1.2.2.2, 2.4 и 4.3). 
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ГЛАВА 6. ПРИМЕНЕНИЕ МИКРООРГАНИЗМОВ С ЗАДАННЫМИ 

СВОЙСТВАМИ ДЛЯ ДЕГРАДАЦИИ НЕФТИ И НЕФТЕПРОДУКТОВ В 

ОКРУЖАЮЩЕЙ СРЕДЕ 

6.1. Применение биосурфактантов и микроорганизмов, их 

продуцирующих, для очистки почвы и воды  от углеводородного загрязнения 

Основной причиной, которая затрудняет микробиологическое разложение 

нефтепродуктов, является  гидрофобность молекул  углеводородов, приводящая 

как к их сорбции на различных поверхностях и переходу в биологически 

труднодоступную форму, так и к невозможности эффективного контакта с 

микробными клетками, имеющими, как правило, гидрофильную внешнюю 

оболочку. Устранить это препятствие способны биосурфактанты − разнообразные 

поверхностно-активные вещества, синтезируемые микроорганизмами. Механизм 

их действия связан с процессами десорбции органических загрязнителей и их 

переводом в водную фазу и, как следствие, повышением их биодоступности для 

микроорганизмов, а также с модификацией внешней поверхности бактерий путём 

гидрофобизации для обеспечения лучшего контакта с молекулами углеводородов 

(Mao et al., 2015; Pirog et al., 2015а;  Santos et al., 2016).  

По химическому строению биосурфактанты представляют собой 

амфифильные молекулы, состоящие из гидрофильной (аминокислотные или 

пептидные анионы или катионы; моно-, ди- или полисахариды) и гидрофобной 

части (ненасыщенные или насыщенные жирные кислоты). Микробные ПАВ делят 

на две основные группы. В первую входят низкомолекулярные вещества, 

называемые собственно биоПАВ или биосурфактантами, такие как гликолипиды 

(рамнолипиды, трегалозолипиды, софоролипиды) и липопептиды (сурфактин, 

лихенизин, полимиксин, грамицидин), снижающие поверхностное и межфазное 

натяжение. Ко второй относят высокомолекулярные соединения (полимеры), 

называемые эмульсанами или биоэмульгаторами и представленные 

полисахаридами, липополисахаридами, протеинами, липопротеинами и их 

комплексами, которые стабилизируют эмульсии типа «масло в воде» (Desai,  

Banat, 1997; Silva et al., 2014).  
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Способность к образованию биоПАВ выявлена у широкого круга 

микроорганизмов  − это представители рр. Rhodococcus, Acinetobacter, 

Pseudomonas, Candida, Nocardia, Bacillus, Torulopsis, Ochrobactrum,Gordonia, 

Burkholderia  и др. (Ившина и др., 2012; Соколова, 2013; Делеган, 2016; Лыонг и 

др., 2016, 2017; Пирог и др., 2016а, 2016б; Петриков и др., 2017; Ángeles, Refugio, 

2013; Joshi, Shekhawat, 2014; Matvyeyeva et al., 2014; Bezza et al., 2015; Pirog et al., 

2015в, 2015с, 2017, 2018; Biosurfactants…, 2015a, 2015b; Freitas et al., 2016; 

Almatawah, 2017; Barakat et al., 2017;  Bezza, Chirwa, 2017; Santos et al., 2017; 

Sharma, Oberoi, 2017). 

В отличие от своих синтетических аналогов,  биосурфактанты менее 

токсичны,  обладают высокой биоразлагаемостью, поэтому быстро 

элиминируются в окружающей среде, активны в меньших концентрациях, 

синтезируются микроорганизмами из возобновляемого сырья (например, из 

отходов пищевой промышленности), а также   не теряют активность при 

экстремальных значениях температуры, солёности и  рН (Петриков и др., 2017; 

Lima et al., 2011; Marchant,  Banat, 2012; Kapadia, Yagnik, 2013;  Santos et al., 2013; 

Sarubbo et al., 2015; Shah  et al., 2016; Sharma, Oberoi, 2017).  Благодаря этим 

свойствам биосурфактанты находят применение в самых разнообразных областях, 

таких как защита окружающей среды, нефтедобывающая, 

нефтеперерабатывающая, пищевая и фармацевтическая промышленность, 

косметология и медицина, сельское хозяйство (Perfumo et al., 2010; Gharaei-

Fathabad et al., 2011; Campos et al., 2013; Ławniczak  et al., 2013; Sachdev, Cameotra, 

2013; Matvyeyeva et al., 2014; Silva et al., 2014; Biosurfactants …, 2015a, 2015b; Mao 

et al., 2015; Varvaresou,  Iakovou, 2015; De Almeida et al., 2016; Freitas et al., 2016; 

Ivshina et al., 2016; Joy et al., 2017a; Sharma, Oberoi, 2017).  

На цену биосурфактантов очень большое влияние оказывает необходимость 

проведения стадии очистки биотехнологического продукта, на которую может 

приходиться до  60% от общей стоимости производства. Например, 1  мг 

коммерческого препарата «Surfactin»  (чистота 98%), используемого в 

медицинских исследованиях, стоит около 10 долларов (Freitas et al., 2016). Но эту 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Santos%20DK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28507538
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Varvaresou%2C+A
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Iakovou%2C+K
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высокозатратную операцию вполне можно исключить, когда биосурфактанты 

применяют в экологической биотехнологии или в нефтяной и нефтехимической 

промышленности (Freitas et al., 2016; Santos et al., 2016). Если в 80-х гг. XX в. цена 

биосурфактантов, используемых для удаления нефтеостатков и фракций тяжелых 

масел  со дна и стенок емкостей хранения или ускоренной добычи нефти, была 

порядка 24 долларов за 1 кг, то в настоящий момент стоимость препарата 

«Sophoron»
TM

 на основе софоролипидов, синтезируемых дрожжами Candida 

bombicola и предлагаемого компаниями «Saraya» (Япония) и «Soliance» 

(Франция), составляет 2,5-6,3 долларов за 1 кг (Freitas et al., 2016).  

В рамках данного обзора будет рассматриваться использование 

микроорганизмов-продуцентов и образуемых ими биоПАВ для очистки 

окружающей среды от нефти и нефтепродуктов. 

Исследовалось влияние двух биосурфактантов  и двух синтетических ПАВ 

Tween 80 и Triton X-100 на очистку песка, загрязненного моторным маслом, в 

лабораторных условиях. Биосурфактанты были получены при культивировании 

дрожжей C. sphaerica и бактерии Bacillus sp. на промышленных отходах и 

показали высокую эффективность при удалении моторного масла из 

загрязненного песка – 70-90%.  Синтетические ПАВ разлагали 55-80% 

поллютанта. Присутствие биосурфактантов увеличило скорость деградации на 10-

20%, что указывает на то, что они действуют как эффективные усилители 

деструкции углеводородов аборигенной микробиотой (Chaprão et al., 2015). 

Запатентован способ получения диспергатора для удаления с поверхности 

моря нефтяной пленки,  в состав которого входит биосурфактант, продуцируемый 

дрожжами  C. bombicola URM 3718 при культивировании их на промышленных 

отходах, а также   консервант   − сорбат калия. Препарат не токсичен, обладает 

стабильностью и продемонстрировал  высокую эффективность  в экспериментах 

по очистке водной поверхности от нефти при различных значениях рН, 

температуры и концентрации соли (Freitas et al., 2016; Santos et al., 2017). 

Исследовано влияние биосурфактанта (липопептида), продуцируемого  

штаммом Paenibacillus dendritiformis CN5, на разложение пирена консорциумом, 
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состоящим из P. viridiflava и P. nitroreducens.  Результаты показали, что в течение 

24 суток липопептид в концентрации 600 и 300 мг/л  увеличивает деструкцию 

пирена до 83,5 и 67% соответственно, в то время как  деградация в отсутствии 

биосурфактанта составляет только 16% (Bezza, Chirwa, 2017). 

Биосурфактанты, образуемые  дрожжами (C. guilliermondii, C. lipolytica и C. 

sphaerica) и бактериями (P. aeruginosa, P. cepacia и Bacillus sp.) при выращивании 

на промышленных отходах, были испытаны на способность деэмульгировать 

моторное масло, содержащееся в морской воде. Лучшие результаты были 

получены для бактериальных ПАВ, благодаря которым удалось «собрать» около  

65% загрязнителя, по сравнению с 35-40% для дрожжевых биосурфактантов 

(Rocha e Silva et al., 2017). 

Мнифом с соавт. (Mnif et al., 2014) изучен штамм B. subtilis SPB1, 

способный к деструкции керосина и дизельного топлива в жидкой среде за счет 

синтеза биосурфактанта липопептидной природы. Далее этими авторами из 

загрязненной нефтью почвы (Тунис) были выделены четыре штамма УОМ 

(Lysinibacillus bronitolerans RI18, B. thuringiensis RI16, B. weihenstephanensis RI12 

и Acinetobacter radioresistens RI7), из которых был составлен консорциум. 

Исследования показали усиление биодеградации дизельного топлива этим 

консорциумом в жидкой среде и в почве, как при добавлении 0,1% липопептида, 

продуцируемого штаммом  B. subtilis SPB1 (на 38,42 и 12,19% соответственно), 

так и при  совместной инокуляции консорциумом и штаммом, производящим 

биосурфактант (на 49,65 и 15,35% соответственно) (Mnif et al., 2015, 2017). 

Отработаны условия культивирования штамма B. subtilis, выделенного  из 

воды  Атлантического океана, для увеличения количества продуцируемого им 

биосурфактанта. Максимальный выход продукта достигался при использовании 

глицерина в качестве источника углерода и нитрата натрия и дрожжевого 

экстракта в качестве источников азота. Биосурфактант снижает поверхностное 

натяжение воды до 27 мН/м, а при разбавлении  в 10 раз – до 36,4 мН/м. 

Установлено,  что очищенный продукт представляет собой смесь липопептида и 

гликолипида. При использовании его раствора с концентрациями 4 и 8 г/л степень 
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деструкции сырой нефти в почве составляет 58 и 65% соответственно. 

Полученные результаты демонстрируют потенциал микробных биосурфактантов 

для  очистки загрязненной нефтью почвы (Zhu Z. et al., 2016). 

Среди 47 штаммов  УОМ обнаружено 11 изолятов, синтезирующих 

биосурфактанты. Это представители рр. Achromobacter, Bacillus, Citrobacter, 

Lysinibacillus, Ochrobactrum и Pseudomonas. Установлено, что Achromobacter sp. 

PS1 и Bacillus  sp. SLDB1 образуют гликолипиды,  поверхностное натяжение 

которых составляет 30,43 и 31,10 мН/м, а индекс эмульгирования (E24) 69,90% и 

65,23% соответственно. Штаммы Ochrobactrum sp. GREW1 и Bacillus sp. SB2 

продуцируют липопептиды с величинами поверхностного натяжения 31,14 и 

28,16 мН/м и E24 59,51% и 61,35%, соответственно. Achromobacter sp. PS1 

продемонстрировал самую высокую способность к деградации  сырой нефти 

(46,32%) (при этом содержание  алифатических и ароматических фракций 

уменьшилось на 70,77 и 77,17%) при одновременном снижении поверхностного 

натяжения с 59,27 мН/м (контроль) до 32,43 мН/м  за 7 суток (Joy et al., 2017b). 

Запатентован штамм бактерий P. putida ВКМ В-2380Д, продуцирующий 

поверхностно-активные вещества при росте на ПАУ и углеводородах нефти. 

Указанный микроорганизм полностью деградирует нафталин и фенантрен в почве 

за 3 и 20 суток и может входить в состав биопрепарата для  очистки почв и 

поверхностных вод от нефтяных загрязнений, содержащих высокие концентрации 

ПАУ в различных климатических условиях (Филонов и др., 2009). 

Из почвы в районе деревообрабатывающего предприятия выделен штамм 

Ochrobactrum sp. CN3, разрушающий нефтешламы и продуцирующий 

гликолипопептидный биосурфактант, который обладает  высоким уровнем 

термической стабильности, устойчивостью в условиях экстремальной солености  

и высокого рН. Штамм разрушал до 40% гидрофобных длинноцепочечных 

алифатических и полициклических ароматических углеводородов в жидких 

средах с 4% (об./об.) содержанием нефтешлама. Это свидетельствует о 

возможности применения изолята и его биосурфактанта в биоремедиации 

загрязненной углеводородами окружающей среды (Bezza et al., 2015; Bezza, 2016). 
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Исследована способность штамма O. anthropi HM-1, выделенного из 

загрязненной моторным маслом почвы, к продукции биосурфактанта. 

Установлено, что ПАВ, синтезируемый этим микроорганизмом, снижает 

поверхностное натяжение среды  с 70 до 30,8 мН/м и обладает высокой 

эмульгирующей активностью (Е24 отработанного моторного масла 90%, сырой 

нефти – 92%). По составу это гликолипид, для производства которого в качестве 

дешевого источника углерода целесообразно использовать отработанное масло. В 

этом случае после 96 ч инкубации выход продукта составляет 4,9 г/л. 

Биосурфактант показал хорошую стабильность. После воздействия на 

протяжении месяца экстремальных условий, таких как температура (50-100°C в 

течение 30 мин), рН (2-12) и соленость (2-10% NaCl), он сохранял 83% 

эмульгирующей активности. С его помощью эффективно извлекали до 70% 

остаточных углеводородов из песка, используемого при нефтедобыче. Изученный 

биосурфактант можно применять для биоремедиации или повышения 

нефтеотдачи пластов (Ibrahim, 2018).  

Составлен консорциум, способный утилизировать нефть и нефтепродукты в 

почвах и водах при температурах 20-50°С, влажности грунта около 10% и уровне 

загрязнения нефтью до 10%. В его  состав которого входят штамм  Gordonia sp. 

1D, продуцирующий биосурфактант, представляющий собой гликолипидную 

смесь  и штаммы R. erythropolis Par7, R. pyridinivorans L5A-BSU, эмульгирующие 

углеводороды. Показана эффективность консорциума в условиях, моделирующих 

жаркий аридный климат (уровень загрязнения нефтью 2%, соленость 3%, 

влажность грунта 10%): степень деструкции нефти составила 70 и 59% (при 

температурах 24°С и 45°С соответственно) (Делеган, 2016). 

Ранее уже упоминалась (см. раздел 5.2) эффективная ассоциация 

плазмидосодержащих микроорганизмов-деструкторов углеводородов нефти 

«ВиО», состоящая из R. erythropolis S26, Acinetobacter baumannii 1B, A. baumannii 

7 и P. putida F7G1. Образующие ее штаммы являются продуцентами 

биосурфактантов, снижающих вязкость нефти и повышающих ее биодоступность, 

и  способны к деградации высоких концентраций нефти (до 30%) в широких 
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диапазонах температур (4-42°С) и рН (4-10) (Ветрова и др., 2013а, 2013б; 

Филонов, 2016).  

Разработан, успешно испытан в полевых условиях и запатентован 

биопрепарат «МикроБак» для очистки почв и грунтов от нефтяных загрязнений в 

условиях холодного и умеренного климата. Входящие с его состав бактерии 

Pseudomonas spp. при росте на углеводородах образуют  биоПАВ рамнолипидной 

природы, а   штаммы Rhodococcus sp. X5 и Rhodococcus sp. S26  синтезируют 

гликолипиды, два из которых отнесены к сукциноилтрегалолипидам (Филонов и 

др., 2007б, 2010а; Петриков, 2011; Филонов, 2016).  

Многие представители р. Acinetobacter способны и продукции биоПАВ, 

ускоряющих процесс  нефтедеструкции (см. п. 5.2). 

Несмотря на многочисленные научные статьи, касающиеся биодеградации 

углеводородов с помощью бактерий, синтезирующих биосурфактанты, в 

литературе отсутствуют упоминания об успехе коммерческой биоремедиации, 

связанной с применением биосурфактантов. Мало что известно о продукции этих 

веществ микроорганизмами in situ. Большинство описанных исследований 

проводились в лабораторных условиях, где  использовался  единственный 

источник загрязнения. Для эффективного применения этих соединений в 

процессах очистки окружающей среды требуется дополнительная информация о 

структуре биосурфактантов, их взаимодействии с почвой и загрязняющими 

веществами, влиянии на аборигенную микробиоту, а также разработка методик 

контроля их содержания в почве и новых технологий  экономически выгодного  

производства (Matvyeyeva et al., 2014; Decesaro et al., 2017).  

 

6.2. Азотфиксирующие микроорганизмы и их участие в процессах 

биоремедиации нефтезагрязненных объектов  

Азотфиксация (диазотрофия) − важнейшее звено в глобальном цикле азота, 

которое наряду с фотосинтезом обеспечивает продуктивность биосферы в целом. 

Многие природные экосистемы лимитированы по доступным соединениям азота, 

что придает процессу азотфиксации особое значение в круговороте биогенных 
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элементов (Умаров, 2007). Ранее считалось, что это явление характерно только 

для узкой группы специализированных бактерий и основное внимание ученых 

было сосредоточено на изучение симбиотической азотфиксации, в свете ее 

значимости для сельского хозяйства. Однако в настоящее время распространено 

мнение о том, что способность к фиксации атмосферного азота имеется у всех 

прокариот (бактерий и архей), относящихся к самым разным физиологическим и 

таксономическим группам − хемолитотрофов, фототрофов и гетеротрофов, 

аэробов, микроаэрофилов, анаэробов и  пр., которые присутствуют практически 

во всех экосистемах (Zehr et al., 2003; Умаров, 2007).  

Скорость биодеструкции нефти и нефтепродуктов зависит в т.ч. и от 

обеспеченности УОМ микроэлементами, важнейшим среди которых  является 

азот. При загрязнении почв нефтью вносится большое количество углерода, в 

результате чего нарушается количественное отношение С:N и  возникает  

недостаток азота для микроорганизмов-нефтедеструкторов. Поэтому задачей 

биотехнологического подхода к восстановлению почв является активизация 

микробного метаболизма путем корректировки углеродно-азотного баланса 

(Aichberger et al., 2005). Этого чаще всего добиваются путем внесения больших 

объемов минеральных азотных удобрений, что является экономически 

невыгодным, а, зачастую, и бесполезным т.к. не учитывается неодинаковое 

влияние различных форм удобрений и их количества на интенсивность 

азотфиксации  (Терещенко и др., 2004).  К тому же, повышенные дозы 

минеральных удобрений могут приводить к солевой фитотоксичности, связанной 

с сильным подкислением почвы; микробному токсикозу почв, вызванному  

изменением структуры и физиологической активности пула почвенных 

микроорганизмов, в котором начинают доминировать токсинообразующие грибы 

р. Penicillium, угнетающие прорастание семян и развитие проростков;   

ингибированию микроорганизмов-деструкторов нефти и нефтепродуктов 

(Шаронова и др., 2009; Алексеева и др., 2013; Chaineau et al., 2003, 2005; Koshlaf, 

Ball, 2017).  Более экономически и экологически целесообразным представляется 

внесение в загрязненную углеводородами почву полифункциональных штаммов 
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бактерий, не только деградирующих ксенобиотики, но и фиксирующих 

атмосферный азот.  

К числу таких микроорганизмов относятся многие представители р. 

Azotobacter, способные к значительной нитрогеназной активности, продукции 

фитогормонов и часто используемые в качестве основы биоудобрений (Логинов и 

др., 2004, 2005; Астафьева и др., 2012; Дегтярева и др., 2012).  Эти бактерии также 

могут усваивать углеводороды в качестве единственного источника углерода и 

энергии, как в присутствии связанного азота, так и при азотфиксации. 

Интродукция штаммов Azotobacter spp. повышает скорость самоочищения 

загрязненной нефтью почвы, а бактерии A. chroococcum оказывают активирующее 

влияние на рост УОМ, входящих в состав препарата «Деворойл» (Градова и др., 

2003).  При культивировании A. chroococcum в жидкой среде без азота и с нефтью 

в качестве единственного источника  углерода, содержание углеводородов 

снижается на 52% (Рысбаева, 2007). Штамм  A. chroococcum, выделенный из 

морской воды у побережья штата Тамилнад (Индия),  обладает высоким 

потенциалом деградации сырой нефти (58%) за счет производства 

биосурфактанта (1 мг/мл за 96 ч) и фиксации азота (4,2 мг/л). Есть сообщения о 

возможности использования азотфиксирующих бактерий, деградирующих 

углеводороды, и их биосурфактантов в борьбе с загрязнением морей нефтью 

(Thavasi et al., 2006). Проведены исследования способности микроорганизмов р. 

Azotobacter расти и развиваться на средах, содержащих нефтепродукты в качестве 

единственного источника углерода и предложено применять эти штаммы в 

очистке почв от нефтепродуктов (Сулима и др., 2010). 

Установлено, что диазотрофные микроорганизмы, такие как Azotobacter sp., 

B. polymyxa и Chroococcus sp., ускоряют биоремедиацию загрязненной сырой 

нефтью почвы более эффективно, чем комплексные минеральные удобрения 

(NPK 15:15:15) (Odokuma, Inor, 2002). 

На примере аборигенных азотфиксаторов нефтешламов показано, что у 

микроорганизмов возможно сочетание диазотрофии со способностями к 

деструкции широкого спектра специфических загрязнений. Десять таких 
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изолятов, относящихся к классу γ-Proteobacteria, растут на средах с добавлением 

индивидуальных углеводородных соединений или непосредственно нефтешлама. 

Продемонстрирована весьма ценная в эколого-экономическом отношении 

возможность замены в процессе биоремедиации нефтешлама азотных удобрений 

биологическим процессом фиксации азота (Григорьева, 2009).   

Есть сообщения о том, что в ризосфере бобовых растений, выращенных в 

нефтезагрязненной почве, присутствуют свободноживущие азотфиксирующие 

бактерии Clostridium pasteurianum, B. polymyxa, P. aeruginosa, Azotobacter sp., 

Klebsiella pneumoniae и Derxia gummusa, деградирующие углеводороды (John et 

al.,  2011). Такая же способность была обнаружена у микроорганизмов 

Azospirillum brasilense SR80 (Муратова, 2013). Интродукция диазотрофрофных 

микроорганизмов  Azospirillum doebereinerae 13131
T
 ускоряла (в 1,6 раза) 

биодеградацию нефтепродуктов штаммами углеводородокисляющих бактерий р. 

Acinetobacter (Данг, 2012).  

Присутствие азотфиксирующих фотогетеротрофных пурпурных бактерий 

компенсирует недостаток азота в среде и оказывает положительное влияние на 

окисление углеводородов бактериями Dietzia maris (Драчук, 2004).  

Имеются сведения о том, что в прибрежных и пустынных почвах Кувейта, 

особенно в тех, что имеют давнюю историю нефтяного загрязнения, 

присутствуют в больших количествах бактерии (10
7
-10

8 
КОЕ/г), обладающие 

комплексом биотехнологически значимых свойств, таких как способность к 

деградации нефти, фиксации азота и устойчивость к ртути. Наибольший интерес 

среди них представляют штаммы P. stutzeri, P. pseudoalcaligenes,  P. рutida, 

Citrobacter freundii, Citrobacter sp., Exiguobacterium aurantiacum, которые 

предлагается использовать для биоремедиации пустынной нефтезагрязненной 

почвы, крайне бедной азотом (Sorkhoh et al., 2010).  

Из сельскохозяйственной почвы (Нигерия) на жидкой среде без азота были 

выделены и в дальнейшем идентифицированы свободно живущие диазотрофные 

бактерии Paenibacillus polymyxa, P. lautus, Bacillus sp.  и Brevibacillus agri, 
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разлагающие за 21 сутки сырую нефть  на 94,13-97,97%.  Изоляты также 

использовали н-гексадекан, н-додекан, дизельное топливо и керосин  в качестве 

единственного источника углерода и энергии. В лабораторных экспериментах по 

ремедиации почвы, загрязненной сырой нефтью,  установлено, что ее деградация 

этими микроорганизмами за 60 суток инкубации  составила 89,92-92,72%, в то 

время как в контрольных вариантах  без инокуляции − только 23,19% (Omotayo et 

al., 2013). 

Свободноживущие азотфиксирующие бактерии Acinetobacter junii AM14, 

Achromobacter sp. AM02 и АМ05 а также Alcaligenes faecalis AM07 и  Arthrobacter 

sp. АМ10 выделены из  различных образцов нефзагрязненных почв (штат Ассам, 

Индия) (Mazumdar,  Deka, 2013; Mazumdar et al., 2015). Эти микроорганизмы 

можно использовать для биоремедиации нефтезагрязненных почв и в качестве 

биоудобрений для увеличения содержания азота в таких почвах, а  саму сырую 

нефть рассматривать как источник углерода и энергии для роста диазотрофных 

бактерий.  

Мексиканские ученые использовали для биоаугментации свободноживущие 

азотфиксирующие бактерии, продуцирующие биосурфактанты и выделенные из 

мест, длительно загрязненных нефтью и нефтепродуктами.  Благодаря их 

интродукции общее содержание углеводородов в почве снизилось на 80% за 16 

месяцев, а численность азотфиксирующих микроорганизмов увеличилась с 10
4
 до 

10
9
 КОЕ/г. Предлагается применять эти микроорганизмы для обработки бедных 

азотом  почв, загрязненных углеводородами (Pérez-Vargas et al., 2017). 

 

6.3. Психротолерантные  микроорганизмы для очистки экосистем от   

нефтяного загрязнения в условиях умеренного и холодного климата 

 В России значительное число нефтедобывающих предприятий 

сосредоточено на севере европейской части страны  и в Западной Сибири в зоне 

умеренного и холодного климата. В этих регионах самоочищение почво-грунтов и 

водоемов от нефтезагрязнения с помощью эндогенной углеводородокисляющей 

микробиоты лимитируется неблагоприятными почвенно-климатическими 
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факторами − низкими среднегодовыми температурами, слабым влиянием  такого 

физико-химического фактора разложения,  как солнечное излучение, невысокой 

интенсивностью испарения летучих фракций углеводородов, малым содержанием 

питательных веществ, повышенной концентрацией соли, недостатком аэрации и 

др. Кроме того, характерной чертой северных экосистем является наличие 

многолетнемерзлых пород, небольшая мощность гумусового горизонта, 

невысокая биологическая активность почв, относительная обедненность видового 

состава растений, микроорганизмов и почвенных животных. В таких условиях 

процесс ауторемедиации может продолжаться в течение десятилетий (Алексеев, 

2011; Алексеев и др., 2011). Поэтому в умеренных и приполярных регионах 

необходимо применение специальных приемов для ускорения очистки 

окружающей среды от углеводородов, среди которых наиболее  оптимальным 

является внесение психротолерантных  микроорганизмов, обладающих 

достаточной способностью к деструкции поллютантов при низкой положительной 

температуре, приспособленностью  к сезонным колебаниям температур и 

растущих даже тогда, когда активность других бактерий снижена. Их 

интродукция позволит продлить период биорекультивации на несколько месяцев. 

В связи с этим актуален поиск новых микроорганизмов, которые были бы 

устойчивы к условиям восстанавливаемых территорий и могли бы обеспечивать 

значительную степень деградации нефти и нефтепродуктов. 

Из природных биоценозов Сибири выделены 424 штамма 

психротолерантньrх и галотолерантньrх (5-10% NaCl) микроорганизмов, в 

основном относящихся к бактериям рр. Acinetobacter, Arthrobacter, Bacillus, 

Pseudomonas, Rhodococcus, Mycobacterium, Nocardia, Enterobacter, к грибам рр. 

Aspergillus, Penicillium, Yarrowia и способных к деструкции нефти и 

нефтепродуктов при низких положительных температурах.  Наиболее  

эффективные штаммы-деструкторы нефтепродуктов были идентифицированы как 

Y. lipolytica, Enterobacter sp., Acinetobacter junii, A. calcoaceticus, Pseudomonas sp. 

Содержание фракции н-алканов после биодеградации штаммами A. junii, A. 

calcoaceticus снизилось на 97%, ассоциацией штаммов Y. lipolytica Y1064 и 
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Enterobacter sp. В1024 – на 92%, ассоциацией штаммов Y. lipolytica NF5-1 и 

Pseudomonas sp. KL-1 − на 90%. Содержание производных бензола после 

биодеградации ассоциацией штаммов Y. lipolytica Y1064 и Enterobacter sp. В1024 

снизилось до 34,5 раз; производных нафталина − до 79 раз. Разработанные 

ассоциации рекомендованы в качестве основы комплексных биопрепаратов для 

биоремедиации почвы и воды в регионах с холодным климатом (Андреева и др., 

2006, 2007; Емельянова, 2009; Emel'yanova  et al., 2006). 

Из природных загрязненных нефтью субстратов (вода, почва, техногенный 

грунт и отсыпка)  были выделены 13 культур микроорганизмов, обладающих 

способностью к активному росту на селективных питательных средах с нефтью 

при температуре 4-8ºС. Штаммы, внесенные в загрязненную высокопарафинистой 

нефтью почву, деградируют за 4 недели до 69,4-89,9% нефти. Количество 

предельных углеводородов твердой фракции (С17-С39) при этом снижалось на 

60,7-84,9%. Из наиболее эффективных деструкторов была составлена микробная 

ассоциация ДТА-1 (Pseudomonas sp. ТЕТР-1-кр, Pseudomonas sp. № 8, 

Enterobacter  sp. ГАВ 2-гл, Bacillus sp. № 2в, Acinetobacter sp. № 7), благодаря 

применению которой была достигнута очень высокая степень деструкции (89,8%) 

фракции твердых алканов при низких положительных температурах. Подобранная 

ассоциация рекомендована для разработки препарата для очистки загрязненных 

нефтью  территорий в условиях севера (Алексеев и др., 2011). Для этих же целей 

предложен штамм бактерий B. subtilis «Колыма-7/2к», применение которого 

позволяет за 3 месяца летнего периода снизить концентрацию нефти с 135143 до 

645 мг/кг (Неустроев и др., 2012). 

В полевых испытаниях, проведенных в течение 2 месяцев при средней 

температуре почвы 8-14°C, с помощью штамма бактерий Exiguobacterium 

mexicanum ВКПМ B-11011, выделенного из нефтезагрязненной почвы Амурской 

области, была осуществлена деструкция нефти на 86,97%, в то время как ее 

естественные потери в мерзлотной почве, не обработанной микроорганизмами, 

составили 7,32% (Ерофеевская, 2014б). 



 106 

Из природных объектов северных регионов, загрязненных нефтью, 

выделены 3 психротолерантных углеводородокисляющих микробных сообщества 

Nsk1, Nsk2 и Csha2. Эффективность деструкции нефти при температуре 4
о
С для 

консорциумов Nsk1 и Nsk2 составляет более 30%, для консорциума Csha2  − 

более 70%. Ассоциация Nsk1 обладает высокой эмульгирующей активностью, 

достигающей 65,9%. Исследованные сообщества могут быть использованы для 

создания на их основе биопрепаратов для очистки от загрязнения углеводородами 

акваторий и прибрежных зон северных морей (Федоренко и др., 2015). 

Установлено присутствие в Баренцевом море нефтедеструкторов 

Arthrobacter rhombi, Salinibacterium amurskyense, Shewanella vesiculosa, 

а в Белом море − вида Nocardia coeliaca, изолированных с поверхностей  морских 

макрофитов. Выявлено, что они обладают  высоким окислительным потенциалом 

(до 60%) и биоэмульгирующей активностью (до 50%) в условиях низких 

температур и солености 30 г/л NaCl, а также  способностью к образованию 

внеклеточных и внутриклеточных ПАВ. Изученные штаммы представляются 

перспективными компонентами биопрепарата для борьбы с нефтяными 

загрязнениями в арктическом регионе  (Федоренко, 2016; Федоренко и др., 2016). 

Многолетние исследования по выделению, изучению свойств 

психротолерантных микроорганизмов и возможностей их применения в 

биоремедиации нефтезагрязненных объектов окружающей среды проводятся в 

лаборатории биологии плазмид Института биохимии и физиологии 

микроорганизмов им. Г.К. Скрябина РАН (г. Пущино) под руководством член-

корреспондента РАН А.М. Боронина и д.б.н. А.Е. Филонова. В результате 

проведенного скрининга выделено 220 штаммов УОМ.  На основании детального 

анализа их свойств отобрано 15 наиболее эффективных психротолерантных  

штаммов, образующих биоэмульгаторы и способных к деградации высоких 

концентраций нефти и нефтепродуктов (до 30%) в присутствии соли (до 5% NaCl) 

в температурном диапазоне (4-42˚С) при значениях рН от 4 до 10. Штаммы 

принадлежат к родам Rhodococcus, Pseudomonas, Acinetobacter, Micrococcus и 

Serratia (Филонов, 2016). Сотрудниками лаборатории на основе консорциума 
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психротрофных, галотолерантных микроорганизмов-деструкторов углеводородов 

рр. Rhodococcus и Pseudomonas, продуцирующих биоэмульгаторы, разработан и 

запатентован биопрепарат «МикроБак» для биоремедиации почв, содержащих до 

15% нефти в присутствии до 5% соли, рН 6-8, в температурном диапазоне 4-32
о
С. 

Штаммы псевдомонад, входящие в состав биопрепаратa, содержaт плазмиды 

биодеградации ПАУ. Полевые испытания биопрепарата «МикроБак» при 

пониженной температуре показали, что за 2 месяца он способен утилизировать от 

50 до 90% нефти и нефтепродуктов (Филонов и др., 2007а, 2007б, 2010а; Нечаева, 

2009; Ветрова и др., 2013б; Филонов, 2016). Кроме этого, научным коллективом 

сoздана уже упомянутая микробная ассоциация «ВиO» как oснова биопрепарата 

для биoремедиации пoчвенных и вoдных экосистем, загрязненныx нефтью и 

нефтепрoдуктами. Она  состоит из штаммов R. erythropolis S26, A. baumanii 1B, A. 

baumanii 7 и P. putida F701, содержащих катабoлические плазмиды и способных  

к деградации углеводородов нефти при концентрации дo 30%, в температурном 

диапазоне 4-42
о
С, в приcутствии до 5% соли и рН от 4 до 10 (Ветрова, 2010; 

Ветрова и др., 2013б; Филонов, 2016; Filonov et al., 2012) 

Запатентован психроактивный штамм бактерий Arthrobacter rhombi ARC 16, 

изолированный из портовой зоны г. Мурманск, а также  микробный препарат и 

способ его получения,  содержащий кроме этой бактерии еще биомассу 

психроактивных микроорганизмов  Nocardia coeliaca ARC 1, Cobetia marina ARC 

11 в объемном соотношении 1:1:1. Оба изобретения  предназначены для 

утилизации углеводородных загрязнений акваторий и береговой линии при 

температуре 4-20°C и солености до 30 г/л. В лабораторных экспериментах при 

использовании как индивидуального штамма A. rhombi ARC 16, так и созданной 

ассоциации, суммарная убыль среднекипящей и высококипящей фракций нефти 

составляла не менее 50% за 7 суток культивирования при температуре 4°C и 

солености среды 30 г/л (Исаченко и др., 2017; Шестаков и др., 2017в). 
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6.4. Микробно-растительные ассоциации как перспективное направление 

экологической биотехнологии  

Одним из приемов стимуляции разложения нефти в почве является 

применение микробно-растительных комплексов. В основе их действия лежит 

ризодеградация –  деструкция токсикантов ассоциированными с корнями 

растений микроорганизмами (Муратова, 2013; Назаров, 2013; Нишкевич и др., 

2017; Graj et al., 2013; Khan et al., 2013; Fester et al., 2014; Hou et al., 2015; Fatima et 

al., 2016, 2017). Корни растений обеспечивают поверхности для прикрепления 

микроорганизмов и выделяют экссудаты – внеклеточную жидкость, содержащую 

ферменты, сахара, аминокислоты, органические кислоты, стимуляторы роста, 

различные вторичные метаболиты и т.д. Их наличие создает оптимальные 

условия существования и размножения микроорганизмов, количество которых в 

ризосфере намного выше, чем в окружающей почве (Горшков, 2010; Отрошко и 

др., 2015; Степанова  и др., 2017; Kitamura, Maranho, 2016).  Корни 

подготавливают питательные компоненты и другие субстраты, повышая 

эффективность их усвоения и, по возможности, при помощи экссудатных 

ферментов, осуществляя деградацию органических субстратов, находящихся в 

почве, в более низкомолекулярные и легкоусвояемые микроорганизмами 

соединения. Так, например, в составе корневых экссудатов присутствует сапонин, 

увеличивающий биодоступность углеводородов для микроорганизмов  

(Новоселова, Киреева, 2009). Также корни при помощи выделяемых ферментов 

осуществляют деградацию органических субстратов, находящихся в почве. 

Установлено, что присутствующие в составе корневых экссудатов 

оксидоредуктазы участвуют в разложении полициклических ароматических 

углеводородов, как нативных, так и их микробных метаболитов (Muratova et al., 

2015). Кроме того, образующийся в результате фотосинтеза кислород 

обеспечивает окисление компонентов нефти. Развитие корневой системы также 

увеличивают пористость почвы, что способствует массовому переносу субстрата 

и акцепторов электронов (Gkorezis et al., 2016). Микроорганизмы, в свою очередь, 

увеличивают катаболическую активность в прикорневой зоне и могут 
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стимулировать рост растений путем выделения различных биологически 

активных веществ (фитогормонов, витаминов, вторичных метаболитов и пр.), 

улучшения фосфорного и азотного питания и повышения стрессоустойчивости, а 

также опосредованной стимуляции за счет антагонизма в отношении 

фитопатогенных агентов (Четвериков и др., 2009; Максимов и др., 2015; 

Феоктистова и др., 2016; Maksimov et al., 2011; Duca  et al., 2014; Kudoyarova et al., 

2014; Panhwar  et al., 2014; Chowdhury et al., 2015;  Koul  et al., 2015; Ijaz et al., 

2016; Ahmed et al., 2017; Tyc et al., 2017). 

Доминирующими в прикорневой зоне растений, произрастающих в почвах, 

загрязненных углеводородами, являются представители рр. Pseudomonas, 

Arthrobacter, Flavobacterium, Bacillus, Achromobacter, Rhizobium. Микробно-

растительные ассоциации и симбиозы, обладающие гибким метаболизмом и 

уникальными ферментными системами, имеют большие преимущества при 

выживании в неблагоприятных условиях окружающей среды, обусловленные не 

только повышенной толерантностью к ксенобиотикам, но и способностью к 

активному удалению токсикантов из сферы обитания (Muratova et al., 2010; Alwan 

et al., 2013; Liu  W. et al., 2014; Al-Baldawi et al., 2015; Ijaz  et al., 2015; Gkorezis et 

al., 2016). Используя микробно-растительные взаимодействия можно ускорить 

очистку и восстановление почв, загрязненных нефтью и нефтепродуктами, ПАУ,  

синтетическими ПАВ, хлор-, нитро- и фосфорорганическими соединениями, а 

также другими органическими поллютантами (Нишкевич и др., 2017; Степанова  

и др., 2017; Megharaj et al., 2011; Siunova et al., 2011; Jampasri et al., 2016; Kitamura, 

Maranho, 2016; Shahsavari et al., 2016; Farraji  et al., 2017; Kuppusamy et al., 2017; 

Liang et al., 2017; Patel, Patra, 2017; Fatima et al., 2018). В рамках данного обзора 

будут рассмотрены примеры изучения и использования микробно-растительных 

комплексов  для очистки окружающей среды от углеводородного загрязнения. 

Создана коллекция азотфиксирующих изолятов, выделенных из отходов 

нефтепереработки, нефтехимии и органического синтеза, сочетающих 

способность к утилизации компонентов шлама (многоатомные спирты, алканы, 
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ПАУ) с ростстимулирующим потенциалом в отношении растений (растворение 

труднодоступных соединений фосфора, синтез фитогормонов, антагонистическая 

активность против бактериальных и грибных фитопатогенов) (Григорьева, 2009). 

Выделены и сконструированы новые плазмидосодержащие штаммы 

бактерий р. Pseudomonas, совмещающие способность деградировать ПАУ, 

подавлять рост фитопатогенов и продуцировать индолил-3-уксусную кислоту, 

которые могут использоваться для разработки на их основе нового поколения 

биопрепаратов для защиты и стимуляции роста растений, а также очистки почв с 

комплексным загрязнением нефтепродуктами, ПАУ и тяжелыми металлами 

(Анохина, 2011).  

В работе (Орлова, Степанова, 2012) проведена оценка возможности 

создания биоремедиационного комплекса для очистки почвы от нефти с 

использованием растений люцерны и райграса и микроорганизмов A. oleovorum 

712 и Candida maltosa 569, входящих в состав  коммерческого препарата 

«Олеоворин». Наиболее эффективным оказался комплекс, состоящий из 

микроорганизмов C. maltosa  569 и растений люцерны, который способствовал 

уменьшению содержания нефтепродуктов в почве на 69% к 56-м суткам опыта.  

Нефтяное загрязнение почвы является главной проблемой для чайной 

промышленности в штате Ассам (Индия).  Для ее решения Рой с соавт. из 

загрязненной нефтью почвы выделили два штамма, способные к росту на среде с 

сырой нефтью и идентифицированные ими как P. aeruginosa AS03 и NA108. 

Установлено, что они обладают антигрибной активностью и могут использоваться 

для  биоремедиации почв. Наблюдалось усиление  роста чайных растений и 

увеличение сухой массы их корней и побегов  в нефтезагрязненной почве, 

обработанной как штаммом AS03, так и NA108, по сравнению с растениями, 

выросшими в нарушенной почве без инокуляции. Интродукция бактерий 

улучшила качество самой почвы: уменьшилось содержание углеводородов 

(каждый из штаммов деградировал сырую нефть на 40%), улучшилась  

проводимость, повышалась активность почвенных ферментов (Roy et al., 2013).  



 111 

Запатентован штамм Sinorhizobium meliloti P221, который синтезирует 

индолил-3-уксусную кислоту (ИУК) в концентрации 30-40 мкг/мл и деградирует 

фенантрен в концентрации 0,1-1,0 г/л за 5 суток в жидкой среде  на 90-30%  и 

способ очистки от загрязнения углеводородами, включающий внесение в грунт  

минеральных азотных удобрений и посев  смеси бобовых (люцерна) и злаковых 

(райграс пастбищный, и/или рожь озимая, и/или сорго веничное) растений-

фиторемедиантов. При этом осуществляют либо бактеризацию семян, либо полив 

проростков суспензией штамма микроорганизма-деструктора углеводородов, 

стимулирующего рост растений. Используют или штамм S. meliloti P221, или 

Azospirillum braselense SR80, продуцирующий ИУК в концентрации 35-45 мкг/мл 

и деградирующий  сырую нефть в концентрации 10 г/л за 14 суток на 57% в 

жидкой среде.  Обработка штаммом A. braselense SR80 позволила достичь 69% 

деградации загрязнителя (нефтешлам  с исходным содержанием 11,5 г/кг почвы) 

через 120 суток. Инокуляция бактериями S. meliloti P221 растений-

фиторемедиантов, высеянных в песок, содержащий фенантрен (0,1 г/кг), 

способствовало преодолению ими поллютантного стресса, увеличивая 

приживаемость и прирост биомассы в условиях загрязнения, и повышало 

эффективность очистки грунта на 24% по сравнению с  песком с 

неинокулированными растениями. В свою очередь, растения поддерживали в 

песке численность штамма S. meliloti P221 (Муратова и др., 2010а, 2010б).  

Предложен штамм азотфиксирующих бактерий P. stutzeri KOS6 − 

деструктор алифатических и ароматических углеводородов, стимулирующий  

рост растений за счет выработки ИУК. Инокуляция им семян как двудольных 

(горох), так и однодольных (овес) растений способствует увеличению длины 

корней и роста побегов, общей биомассы в условиях развития на 

нефтехимическом шламе, содержащем тяжелые металлы. Посев в почву, 

загрязненную сырой нефтью в концентрации 150 г/кг, семян растений, 

обработанных микроорганизмами P. stutzeri KOS6, приводит к тому, что за 90 

суток  эксперимента происходит существенное, на 36%, снижение содержания 
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углеводородов в грунте по сравнению с использованием небактеризованных 

растений. Это доказывает применимость штамма P. stutzeri KOS6 для 

фиторемедиации нефтешламов и  антропогенно нарушенных почв, для которых 

характерно комплексное загрязнение углеводородами и тяжелыми металлами, а 

также недостаток азота на фоне высокого содержания углеводородов (Григорьева 

и др., 2014). 

Разработан комплекс для биоремедиации, включающий микроорганизмы 

биопрепарата-нефтедеструктора «Деворойл» (представители рр. Rhodococcus, 

Pseudomonas, Candida) и многолетние травянистые растения (тимофеевка или 

клевер) (Лифшиц и др., 2014).  

На основе консорциума «ВиО», состоящего из плазмидосодержащих 

бактерий R. erytropolis S26, A. baumannii 1B, P. putida F701, A. baumannii 7, 

способных к росту в широком диапазоне температур (4-42ºС) в присутствии 

высоких концентраций нефти (до 30%) при значениях рН 4-10 и синтезирующих 

биосурфактанты, разработаны микробно-растительные ассоциации для 

повышения эффективности деградации нефти в почве. Наиболее перспективной 

оказалась «ВиО»-ячмень, благодаря применению которой   деструкция нефти на 

территории нефтяных месторождения Ямало-Ненецкого автономного округа за 2 

месяца при температуре от -2 до +24
о
С была на 20% выше, чем при 

использовании ассоциаций ячменя с другими коммерческими препаратами 

(Ветрова, 2010; Ветрова и др.,  2013б; Иванова и др., 2015;  Филонов, 2016). 

Разработана микробно-растительная ассоциация для фиторемедиации 

почвы, загрязненной нефтью и нефтепродуктами, в которой в качестве 

фитоэкстрагента используется люцерна посевная, а  микробный компонент 

включает штаммы клубеньковой азотфиксирующей бактерии Sinorhizobium 

meliloti S3 и фосфатмобилизующей бактерии Serratia plymuthica 57. Оба  

микроорганизма продуцируют ИУК в количестве 67 и 170 мкг/мл соответственно. 

Обработка семян люцерны суспензией S. meliloti S3 ускоряет процесс разрушения 

нефти на 13,8%,  штаммом S. plymuthica 57 − на 28,4%, а их смесью − на 58,5%. 
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При загрязнении почвы отработанным  индустриальным маслом (1%), 

инокуляция семян люцерны смесью бактерий увеличивает урожайность зеленой 

массы культуры на 9,6 ц/га по сравнению с контролем.  Микробно-растительная 

ассоциация способствует восстановлению типичного для данных условий 

почвенного микробоценоза (Федоренчик  и др., 2014; Порхунцова и др., 2015). 

Исследована возможность использования трансгенных растений и их 

комплекса с микроорганизмами для очистки почвы от нефтезагрязнений. 

Подобраны условия агробактериальной трансформации и получены генетически 

модифицированные растения люцерны с геном rhlA, ответственным за синтез 

биосурфактанта  рамнолипидной природы. Выращивание в почве, содержащей 

4% нефти, контрольных и трансгенных растений люцерны показало 

преимущество последних: утилизация ими нефти была на 20% выше по 

сравнению с контролем. При совместном использовании трансгенных растений и 

микроорганизмов Candida maltosа удалось повысить степень деградации 

поллютанта до 86%. Полученные результаты свидетельствуют о перспективности 

применения трансгенных растений и их комплекса с микроорганизмами для 

повышения эффективности биоремедиации (Степанова и др., 2015). 

Разработан способ фиторемедиации, согласно которому в 

нефтезагрязненную почву вносят суспензию штамма R. erythropolis ВКМ Ас-

2017Д  − деструктора углеводородов, стимулирующего рост растений, совместно 

с содержащей фитогормоны средой культивирования и производят посев 

растений-фиторемедиантов (люцерна посевная или пшеница озимая).  Способ 

позволяет увеличить вегетацию растений и довести остаточное содержание 

поллютанта до  42-47% и рекомендуется  для ускорения скорости очистки почв на 

сильно загрязненных участках (Отрошко и др., 2017).  

Показано, что интродукция микроорганизма R. erythropolis CD106 

повышала эффективность фиторемедиации почвы, хронически загрязненной 

углеводородами, с помощью растений райграса. Внесение штамма CD106 

значительно увеличило их биомассу (свежий вес побегов и корней возрос на 49 и 
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30% соответственно) и снижало концентрацию углеводородов в почве на 31,2% 

после 210 суток эксперимента. При использовании только растений этот 

показатель уменьшился на 16,8%, а при применении только микроорганизмов − 

на 18,7% (Płociniczak et al., 2017).  

Разработан биопрепарат для биремедиации и способ его получения, 

состоящий из ассоциации нефтеокисляющих бактерий Pseudomonas delhiensis B-

11400 и клубеньковых бактерий Rhizobium lotus RL-5, а также растений лядвенца 

рогатого (Трефилова, Лазыкин, 2017).  

Путем комбинирования наиболее активных штаммов УОМ, выделенных из 

ризосферы растений, произрастающих в нефтезагрязненной почве, подобрана 

ассоциация из двух штаммов вида A. guillouiae  и штамма R. erythropolis. В ее 

присутствии повышается эффективность разложения углеводородов в почве, 

увеличивается активность почвенных оксидоредуктаз (до 8 раз), усиливается 

интенсивность дыхания (до 74%), снижается токсическое действие поллютанта на 

растения редьки масличной (до 1,5 раз) (Третьякова, 2018). 

Применение растений люцерны желтой совместно со штаммом 

Acinetobacter sp. S-33 для биоремедиации почвы, контаминированной нефтью, 

улучшает качество очистки (содержание поллютанта снижалось на 39%) по 

сравнению с обработкой только бактериями или растениями (содержание нефти 

уменьшалось на 35 и 34% соответственно).  Инокуляция штаммом S-33 привела к 

усилению роста корней и побегов на 44 и 47% соответственно и положительно 

повлияла на почвенную микробиоту, увеличивая в 10 раз численность УОМ и 

гетеротрофных микроорганизмов (Muratova et al., 2018).  

Как видно из приведенных примеров, в настоящее время активно 

проводится изучение потенциала микробно-растительных комплексов для 

очистки почвы от нефтяного загрязнения. Дальнейшие исследования взаимного 

влияния поллютанта, аборигенных или интродуцированных микроорганизмов-

деструкторов и растений-ремедиантов будут способствовать созданию  надежных 

и высокоэффективных технологий биоремедиации окружающей среды от 

антропогенного воздействия. 
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*** 

Загрязнение окружающей среды нефтью и нефтепродуктами является 

глобальной экологической проблемой и будет оставаться таковой еще очень 

долгое время. Это связано с тем, что указанные вещества служат основным 

источником энергии на планете, а также  со способностью углеводородов, 

попадая в одну из природных сред (водную, почвенную, воздушную), достаточно 

быстро распространяться в каждой из них. Поэтому исследования влияния нефти 

и ее производных на различные экосистемы и разработка методов их очистки по-

прежнему актуальны и проводятся учеными из многих лабораторий мира.  

К настоящему времени накоплен большой массив сведений о воздействии 

этих поллютантов на различные природные объекты. Показано, что загрязнение 

углеводородами в целом отрицательно влияет на весь комплекс  

морфологических, физико-химических и биологических свойств почвы, 

определяющих  ее плодородие и экологические функции. Степень этих изменений 

зависит  от климата и рельефа местности, типа и исходного состояния почвы, а 

также  от состава, свойств, количества  и продолжительности воздействия 

загрязнителя. Попадание нефти приводит к изменению численности популяций и 

структуры биоценозов. В ряде случаев, в малых концентрациях она способна 

стимулировать активность некоторых почвенных ферментов,  усиливать рост и 

развитие определенных видов микроорганизмов и растений.  

Главные последствия контаминации нефтью водной среды − это  

образование пленки на воде, ухудшающей газообмен в поверхностных слоях, 

препятствующей проникновению света, и, как следствие, фотосинтезу, а также 

оседание тяжелых фракций на дно. Загрязнение углеводородами приводит к 

ухудшению физических  и органолептических свойств воды и  вызывает 

нарушения видовой и трофической структур водных экосистем. Попав в водную 

среду, нефть распределяется по ее профилю и оказывает  влияние на все группы 

организмов, обитающих как в поверхностном слое, так и в толще и в донных 

осадках. Особенно сильно негативное  влияние разливов в прибрежной зоне и на 

берегу. Большинство представителей фауны особо чувствительны к действию 
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нефти на ранних стадиях развития. Последствия загрязнений для отдельных видов 

зависят от численности и скорости воспроизводства их популяций. Наиболее 

подвержены поражению птицы и млекопитающие. В целом, вредное действие 

нефти на водных обитателей определяется не столько интоксикацией организмов, 

сколько их прямым физическим контактом с загрязнителем на поверхности 

водоемов и на берегах, а также с нарушением местообитаний и кормовой базы.  

Серьезным источником загрязнения гидросферы является попадание в нее 

нефтесодержащих сточных вод, представляющих собой  сложную 

многокомпонентную и многофазную систему, органическая часть которой  (50-

98%) представлена нефтяными углеводородами различных классов и их 

производными. Состав и концентрация этих поллютантов зависят от вида, 

назначения и технологии производства, в процессе которого они образуются. 

Попадание углеводородов в окружающую среду со сточными водами очень 

сложно предотвратить, т.к.  они находятся в стоках практически всех 

промышленных предприятий, транспорта и сферы услуг, поверхностном стоке с 

территорий этих предприятий, в отработанных технологических растворах и т.п. 

Значительный вклад в загрязнение экосистем вносят и нефтесодержащие 

отходы. Различные нефтешламы, образующиеся в процессе добычи и переработки 

углеводородного сырья, являются наиболее крупнотоннажными промышленными 

отходами, которые  занимают огромные площади, выводя из оборота 

значительные земельные ресурсы, приводя к  выбросам загрязняющих веществ в 

атмосферу, фильтрации поллютантов в подземные водоносные горизонты. 

Самоочищение окружающей среды от нефтяного загрязнения – достаточно 

длительный процесс, особенно в регионах с холодным климатом, поэтому 

необходимо применение методов очистки, которые можно разделить на 

несколько групп: механические, термические, химические, физические и 

биологические. Наиболее экологически безопасными и  экономически 

целесообразными из них являются биоремедиационные, базирующиеся на 

свойствах живых организмов (растений, животных, микроорганизмов) 

использовать нефть и нефтепродукты в процессе своей жизнедеятельности. 
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Основную роль в этом играют микроорганизмы, только они способны окислять 

различные  углеводороды до конечных продуктов – углекислого газа и воды. 

Существуют два приема биоремедиации посредством микроорганизмов: 

биостимуляция эндогенной углеводородокисляющей микробиоты и 

биоаугментация – внесение дополнительного количества микроорганизмов-

нефтедеструкторов, в основном в виде биопрепаратов.  

Установлено большое разнообразие УОМ, среди которых есть бактерии, 

грибы, водоросли, но особенно широко такие виды  представлены среди бактерий 

рр. Psedomonas, Acinetobacter, Bacillus, Rhodococcus, Ochrobactrum  и пр. В нашей 

стране разработано большое количество биопрепаратов для очистки окружающей 

среды от нефтяного загрязнения и обезвреживания нефтесодержащих отходов, 

как на основе монокультур, так и содержащих ассоциации из нескольких 

штаммов УОМ. Но, не смотря на это, из-за сложного   многокомпонентного 

состава нефти, который сильно варьируется в зависимости от  месторождения, 

различий в химических свойствах между нефтью и нефтепродуктами, а также по 

причине неодинаковых природно-климатических условий районов добычи, 

переработки и хранения нефти, невозможно   создание какого-то одного 

универсального биопрепарата.  Поэтому работы по разработке биопрепаратов для 

очистки окружающей среды от нефтяного загрязнения и технологий их 

применения по-прежнему остаются актуальными.  

Основной причиной, которая затрудняет микробиологическое разложение 

нефтепродуктов, является  гидрофобность молекул  углеводородов, приводящая к 

их сорбции на различных поверхностях и переходу в биологически 

труднодоступную форму. Устранить это препятствие способны биосурфактанты − 

разнообразные поверхностно-активные вещества, синтезируемые 

микроорганизмами. Ведется активный поиск таких продуцентов и отработка 

условий их культивирования для увеличения выхода биосурфактанта и изучение 

его свойств с целью применения для очистки окружающей среды.  

Задачей биотехнологического подхода к восстановлению почв является 

активизация микробного метаболизма путем корректировки углеродно-азотного 
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баланса, нарушенного в результате поступления с нефтью избыточного 

количества углерода. Предлагается решать ее путем интродукции 

полифункциональных штаммов бактерий, способных не только к деградации 

ксенобиотиков, но и к диазотрофии и обогащению  нефтезагрязненной почвы 

азотом. 

Эффективным приемом биоремедиации является внесение в загрязненный 

объект микроорганизмов, устойчивых к условиям восстанавливаемых территорий 

и обеспечивающих значительную степень деградации нефти и нефтепродуктов. 

Описаны психротолерантные микроорганизмы-нефтедеструкторы, 

приспособленные  к низким положительным температурам, благодаря 

применению которых была успешно произведена очистка почвы и воды и 

удлинен период рекультивации в условиях умеренного и холодного климата.  

В настоящее время для удаления из почвы нефтяного загрязнения активно 

проводится изучение потенциала микробно-растительных комплексов, в основе 

действия которых лежит   деструкция токсикантов ассоциированными с корнями 

растений микроорганизмами. Такие ассоциации и симбиозы, обладающие гибким 

метаболизмом и уникальными ферментными системами, имеют большие 

преимущества при выживании в неблагоприятных условиях окружающей среды. 

Исследования взаимного влияния поллютаната, аборигенных или 

интродуцированных микроорганизмов-деструкторов и растений-ремедиантов 

будут способствовать созданию  высокоэффективных биотехнологий очистки 

окружающей среды от антропогенного воздействия. 
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ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ 

 

ГЛАВА 7. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

7.1. Штаммы микроорганизмов 

Штаммы микрорганизмов Acinetobacter sp. ИБ ДТ-5.1/1 и Оchrobactrum sp. 

ИБ ДТ-5.3/2, способные  к окислению нефти и нефтепродуктов  и образующие 

природный консорциум, выделенный из загрязненной дизельным топливом серой 

лесной почвы Республики Башкортостан. 

Штамм бактерий Pseudomonas sp. ИБ 1.1, изолированный из 

нефтезагрязненной почвы Туруханского района Красноярского края и 

обладающий деструктивной активностью по отношению к нефти, в т.ч. в 

условиях низкой положительной температуры.  

Штамм микроорганизмов Pseudomonas sp. ИБ-4, выделенный из пахотных 

почв Республики Башкортостан, способный к антагонизму по отношению к 

фитопатогенным грибам, фиксации молекулярного азота и синтезу фитогормонов.   

Штамм бактерий Paenibacillus ehimensis IB 739 из коллекции 

микроорганизмов УИБ УФИЦ РАН (ВКМ В-2680D), продуцирующий различные 

биологически активные вещества.    

7.2. Питательные среды для культивирования микроорганизмов 

Углеводородокисляющие микроорганизмы выделяли на следующих средах: 

среда Раймонда, (г/л): Na2CO3 – 0,1; MgSO4·7H2O – 0,2; FeSO4·7H2O – 0,02; 

CaCl2 – 0,01; MnSO4·5H2O – 0,02; K2HPO4·3H2O – 1,0; NaH2PO4·2H2O – 1,5; 

NH4NO3 – 2,0 (Raymond, 1961); 

среда Цукамуры, (г/л): (NH4)2SO4 – 2,64; КН2PO4 – 0,5; MgSO4∙7H2O – 0,5 

(Сэги, 1983). 

Для выделения бактерий р. Pseudomonas из пахотных почв использовали 

среду Козера, где цитрат натрия заменили на пируват натрия (г/л): NaCl – 5,0; 

MgSO4 – 0,2; NH4 H2PO4  –   1,0; K2HPO4 – 1,0; СH3(CO)2Na – 0,1% (Сэги, 1983).  
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Все штаммы УОМ  выращивали и поддерживали  на среде Раймонда.  

Для выращивания и поддержания клеток P. koreensis ИБ-4 применяли среду  

Кинг Б, (г/л): пептон – 20; глицерин – 10; К2HPO4 – 1,5; MgSO4·7H2O – 1,5  

(Дзержинская, 2008).  

Для выращивания и поддержания клеток микроорганизмов P. ehimensis IB 

739  готовили среду К1, (г/л): крахмал – 10,0; пептон – 5,0; дрожжевой экстракт – 

5,0; КH2PO4 – 2,0; Na2HPO4 – 2,0 (Федорова и др., 2011).  

Гетеротрофные микроорганизмы и бактериальные клетки для выделения 

тотальной ДНК,   МАЛДИ-ВП−масс-спектрометрии культивировали на 

питательном агаре (ПА) или питательном бульоне (ПБ), (г/л): панкреатический 

гидролизат кильки  – 17,9 (для ПБ – 10,05); NaCl – 7,7 (для ПБ – 4,95); агар – 11,2 

(Дзержинская, 2008). 

Для проверки антагонистической активности  использовали среду КГА 

(г/л): протертый картофель – 200 г; глюкоза – 20,0; агар – 18,0 (Сэги, 1983). 

При определении окислительной активности применяли среду Диановой и 

Ворошиловой, (г/л): NH4NO3 – 1,0; K2HPO4 – 1,0; KH2PO4 – 1,0; MgSO4·7H2O – 

0,2; CaCl2·6H2O – 0,2; FeCl2 – 2 капли насыщенного раствора (Дзержинская, 2008). 

При подсчете количества азотфиксирующих микроорганизмов и 

определении нитрогеназной активности использовали среду Эшби, (г/л): маннит – 

20; K2HPO4  – 0,2; MgSO4·7H2O – 0,2; NaCl – 0,2; K2SO4 – 0,1; CaCO3 – 5  

(Дзержинская, 2008) 

Для анализа состава жирных кислот клеточной стенки и определения 

хинонов бактерии культивировали на коммерческой среде ТSА (Merck, США) 

(г/л): пептон из казеина 15,0; пептон из сои 5,0; хлорид натрия 5,0. 

7.3. Скрининг микроорганизмов-деструкторов углеводородов 

Углеводородокисляющие микроорганизмы выделяли методом 

накопительных культур (Руководство …, 1983).  
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Для выделения мезофильных УОМ 1 г серой лесной почвы Республики 

Башкортостан, загрязненной дизельным топливом, помещали в колбы (объем 250 

мл) со 100 мл жидкой минеральной среды Раймонда. В качестве единственного 

источника углерода и энергии добавляли дизельное топливо в количестве 0,5-1% 

(объем.). Инкубирование проводили в лабораторном термостатируемом 

встряхивателе П-5.10-Э5960 при температуре 26-28ºС и 160 об/мин в течение 14 

сут.  

Для выделения психротолерантных микроорганизмов 1 г почвы с 

территории нефтедобывающего предприятия на севере Красноярского края 

помещали в колбы (объем 250 мл) со 100 мл жидкой минеральной среды 

Цукамуры. В качестве единственного источника углерода и энергии вносили 

стерильную сырую нефть в количестве 1-3% (объем.). Культивирование 

проводили в статических условиях при температуре 4-6°C в течение  10-14 сут при 

периодическом встряхивании.  

Рост накопительной микробной культуры устанавливали визуально по 

помутнению среды и с помощью микроскопа. 

Штаммы УОМ выделяли из накопительных культур на агаризованной 

минеральной среде Раймонда, на поверхность которой наносили углеводородный 

субстрат – 100 мкл стерильного дизельного топлива. Культивирование 

микроорганизмов в чашках Петри осуществляли при температуре 26-28°C. 

Изолирование получившихся колоний проводили по морфолого-физиологическим 

признакам. Чистоту выделенных культур проверяли общепринятыми методами,  

такими как  микроскопический контроль и посев на питательный агар. 

 

7.4. Скрининг бактерий-антагонистов фитопатогенных грибов 

Для выделения бактерий р. Pseudomonas применяли метод накопительных 

культур с использованием синтетической среды Козера  с добавлением 0,1% соли 

пировиноградной кислоты в качестве источника углерода, который утилизируется 

практически всеми штаммами различных видов бактерий р. Pseudomonas 

(Смирнов, Киприанова, 1990).  
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1 г почвы сельскохозяйственного назначения Республики Башкортостан 

помещали в колбы (объем 250 мл) со 100 мл стерильной среды Козера и 

культивировали в лабораторном термостатируемом встряхивателе П-5.10-Э5960 

при температуре 28-30ºС и 170 об/мин в течение 5 сут, после  чего содержимое 

колб высевали на  питательный агар. Изолирование получившихся колоний 

проводили по морфолого-физиологическим признакам. Чистоту выделенных 

культур проверяли общепринятыми методами –  с помощью контроля под 

микроскопом и посевом на питательный агар. 

Наличие антагонизма в отношении фитопатогенных грибов определяли 

методом совместного выращивания бактерий и фитопатогенов в чашках Петри. 

Суспензию спор тест-гриба высевали на среду КГА. Исследуемые культуры 

вносили уколом поверх газона гриба. Для каждого штамма делали по 5 

повторностей (уколов). Чашки Петри помещали в термостат на 3 сут при 

температуре 28°C. Антагонистов выявляли по наличию вокруг колонии бактерии 

зоны подавления роста тест-гриба. Количественная оценка антагонистической 

активности  бактерий соответствовала величине диаметра зоны ингибирования 

роста тест-объекта (мм).  

  В качестве тест-организмов для определения антигрибной активности 

использовали следующие микромицеты: Bipolaris sorokiniana (Sacc.) Shoemaker, 

Fusarium avenaceum (ВКМ 132), Fusarium culmorum (ВКМ 844), Fusarium 

gibbosum (ВКМ 848), Fusarium graminearum (ВКМ 1668), Fusarium moniliforme J. 

Sheld., Fusarium nivale (ВКМ 3106), Fusarium oxysporum (ВКМ 137), Fusarium 

semitectum (ВКМ 1938), Fusarium solani (ВКМ 142), Alternaria alternata (Fr.) 

Keissl. Культуры F. moniliforme, A. alternata и B. sorokiniana являются местными 

изолятами и хранятся в коллекции микроорганизмов УИБ УФИЦ РАН. 

7.5. Изучение культурально-морфологических и физиолого-

биохимических свойств выделенных культур 

Предварительную идентификацию чистых культур микроорганизмов 

проводили по культурально-морфологическим, физиолого-биохимическим 



 123 

признакам, используя общепринятые руководства (Руководство …, 1983; Методы 

общей бактериологии, 1984; Добровольская и др., 1990; Определитель бактерий 

Берджи, 1997; The Prokaryotes, 1992). 

Морфологию клеток изучали с помощью световой фазово-контрастной 

микроскопии (световые микроскопы AxioImager A1 (Carl Zeiss, Германия) и 

МИКМЕД-6 (ОАО «ЛОМО», Россия)) и атомно-силовой микроскопии 

(сканирующий зондовый микроскоп Solver Pro-M (NT-MDT,  Россия)). 

Изучение особенностей углеродного питания углеводородокисляющих 

микроорганизмов проводили на агаризованной среде Раймонда с внесением 1% 

исследуемого источника углерода, а бактерий, выделенных их пахотных почв – на 

агаризованной среде Козера с 0,1% исследуемого источника углерода. 

7.6. Идентификация штаммов микроорганизмов молекулярно-

генетическими методами 

7.6.1. Выделение ДНК 

Выделение тотальной ДНК из колоний бактерий Acinetobacter sp. ИБ ДТ-

5.1/1, Оchrobactrum sp. ИБ ДТ-5.3/2  и  Pseudomonas sp. ИБ-4 выполняли с 

помощью комплекта реагентов «РИБО-сорб» (АмплиСенс, Россия) согласно 

рекомендациям производителя. 

 ДНК бактерий Pseudomonas sp. ИБ 1.1 выделяли по методу, предложенному 

(Rivas et al., 2007). Для этого штамм выращивали на питательном бульоне в 

течение 24 ч. Клетки собирали центрифугированием при 5000 об/мин, а затем 

промывали 200 мкл водного раствора лаурилсаркозината натрия 0,1%. Потом 

вносили 100 мкл 0,5 М раствора NaOH, нагревали при 100°С 4 мин и добавляли 

900 мкл воды. Далее центрифугировали при 4000 об/мин  в течение 3 мин и 

собирали супернатант.  

7.6.2. Определение нуклеотидной последовательности гена 16S рРНК 

Амплификацию фрагмента гена 16S рРНК производили с использованием 

универсальных бактериальных праймеров: 

http://www.zeiss.com/microscopy/en_de/home.html
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27F (5`-AGAGTTTGATCTGGCTCAG-3`) и 1492R 

 (5`-АСGGTACCTTGTTACGACTT-3`) (Lane, 1991). ПЦР была выполнена в 25 

мкл смеси, состоящей из 1 × буфера для Taq-полимеразы, 1,5 мМ МgCl2, 0,25 мМ 

каждого dNTP, 0,4 мкМ каждого праймера, 2 ед. акт. Taq-полимеразы (СибЭнзим, 

Россия) и 10 нг геномной ДНК, при следующих условиях: 95ºС – 5 мин; далее 30 

циклов, включающих – 30 с при 94ºС, 30 с при 55ºС и 1 мин 20 с при 72ºС; затем 

следовала дополнительная элонгация при 72ºС в течение 5 мин. 

Определение нуклеотидной последовательности амплифицированных 

фрагментов гена 16S рРНК осуществляли с применением набора реактивов 

BigDye Terminator v. 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, США) на 

автоматическом секвенаторе Genetic Analyzer 3500 xL (Applied Biosystems, США). 

Продукты секвенирования очищали с помощью набора BigDye® XTerminator™ 

Purification Kit (Applied Biosystems, США).  

7.6.3. Определение нуклеотидной последовательности гена, 

кодирующего ß-субъединицу ДНК-гиразы (gyrB) 

Для проведения ПЦР и дальнейшего секвенирования ПЦР-фрагментов гена 

gyrB была использована праймерная система UP-1 и UP-2r (Yamamoto, Harayama, 

1995, 1998). Для ПЦР: UP-1 (5'- 

GAAGTCATCATGACCGTTCTGCA(TC)GC(TCAG)GG(TCAG)GG(TCAG)AA(AG

)TT(TC)GA-3') и UP-2r (5'-

AGCAGGGTACGGATGTGCGAGCC(AG)TC(TCAG)AC(AG)TC(TCAG)GC(AG)T

C(TCAG)GTCAT-3'), для секвенирования: UP-1S (5'- 

GAAGTCATCATGACCGTTCTGCA-3') и UP-2Sr (5'- 

AGCAGGGTACGGATGTGCGAGCC-3'). Объем амплификационной смеси 

составлял 50 мкл и имел следующий состав: 1 × буфер для ДНК-полимеразы 

BioTaq (17 мМ (NH4)2SO4, 6 мМ Трис-HCl (pH 8,8), 2 мМ MgCl2), по 12,5 нмоль 

каждого из dNTP, по 5 пмоль каждого праймера, 3 ед. акт. ДНК-полимеразы 

BioTaq (Диалат ЛТД, Россия) и 50 нг ДНК. 

http://www.ibt.lt/sc/files/BDTv3.1_Protocol_04337035.pdf
http://www.medicine.tcd.ie/neuropsychiatric-genetics/assets/pdf/BDx-Protocol-Summary.pdf
http://www.medicine.tcd.ie/neuropsychiatric-genetics/assets/pdf/BDx-Protocol-Summary.pdf
http://www.medicine.tcd.ie/neuropsychiatric-genetics/assets/pdf/BDx-Protocol-Summary.pdf
http://www.medicine.tcd.ie/neuropsychiatric-genetics/assets/pdf/BDx-Protocol-Summary.pdf
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Температурно-временной профиль ПЦР был следующим: первый цикл   

94
о
С – 9 мин, 55

о
С – 1 мин, 72

о
С – 2 мин; последующие 30 циклов  по 1 мин   при 

94
о
С, 1 мин при 55

о
С,  2 мин при 72

о
С; завершающий цикл – 72

о
С  в течение 7 

мин. Секвенирование полученных ПЦР-фрагментов гена gyrB осуществляли с 

помощью набора реактивов BigDye Terminator v.3.1   (Applied Biosystems, США) 

на автоматическом секвенаторе ABI PRIZM 3730 (Applied Biosystems, США) 

согласно прилагаемым инструкциям. Выделение и очистку продуктов 

секвенирования проводили с применением набора реактивов Wizard PCR Preps 

(Promega, США).  

7.6.4. Определение нуклеотидной последовательности гена, 

кодирующего ß-субъединицу РНК-полимеразы (rpoB) 

Амплификацию фрагмента гена rpoB производили с использованием 

бактериальных праймеров LAPS (5'-TGGCCGAGAACCAGTTCCGCGT-3') и 

LAPS27 (5'-CGGCTTCGTCCAGCTTGTTCAG-3') (Tayeb et al., 2005). ПЦР  

выполняли в 50 мкл смеси, состоящей из 1 × буфера для Taq-полимеразы, 3 мМ 

MgCl2, 200 мкМ каждого dNTP, 10 пМ каждого праймера, 1 ед. акт.  Taq-

полимеразы (Invitrogen, Cergy Pontoise, Франция) и 1 мкг геномной ДНК, при 

следующих условиях:  начальная денатурация при 94°С в течение 90 с, далее 40 

циклов, включающих 10 с при 94°С, 20 с при 50 или 45°С,  50 с при 72°С и  

заключительный этап удлинения при 72°С в течение 5 мин. 

Секвенирование полученных ПЦР-фрагментов гена rpoB осуществляли с 

помощью набора реактивов BigDye Terminator v.3.1   (Applied Biosystems, США) 

на автоматическом секвенаторе ABI PRIZM 3730 XL (Applied Biosystems, США) 

согласно прилагаемым инструкциям. Выделение и очистку продуктов 

секвенирования проводили с применением набора реактивов Wizard PCR Preps 

(Promega, США).  
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7.6.5. Определение нуклеотидной последовательности гена, 

кодирующего σ-субъединицу  РНК-полимеразы (rpoD)   

Амплификацию фрагмента гена rpoD производили с использованием 

бактериальных праймеров PsEG30F (5'-ATYGAAATCGCCAARCG-3') и 

PsEG790R (5'-CGGTTGATKTCCTTGA-3')  (Mulet et al., 2009). ПЦР  выполняли в 

50 мкл смеси, состоящей из 5 мкл ПЦР-буфера, 8 мкл каждого из 

дезоксинуклеозидтрифосфатов с концентрацией 200 мкМ, 2,5 мкл каждого 

праймера с концентрацией 10 мкМ, 5 ед. акт.  Taq-полимеразы (Invitrogen, Cergy 

Pontoise, Франция) и 1 мкг геномной ДНК, при следующих условиях:  начальная 

денатурация при 94°С в течение 5 мин, далее 30 циклов, включающих 1 мин при 

94°С,  1 мин при 55
о
С,   1,5 мин при 72°С и  заключительный этап элонгации при 

72°С в течение 10 мин. 

Секвенирование полученных ПЦР-фрагментов гена rpoD осуществляли с 

помощью набора реактивов BigDye Terminator v.3.1   (Applied Biosystems, США) 

на автоматическом секвенаторе ABI PRIZM 3730 XL (Applied Biosystems, США) 

согласно прилагаемым инструкциям. Выделение и очистку продуктов 

секвенирования проводили с применением набора реактивов Wizard PCR Preps 

(Promega, США).  

7.6.6. Сравнительный анализ и выравнивание нуклеотидных 

последовательностей генов 

Поиск нуклеотидных последовательностей гена 16S рРНК, гомологичных 

соответствующим последовательностям исследуемых штаммов в базе данных 

GenBank проводили с помощью программного пакета  EzTaxon (Kim et al., 2012), 

а  генов gyrB, rpoB, rpoD  - с использованием программ BLASTN (Altschul et al., 

1990) и BLAST (Camacho et al., 2009). Для выравнивания последовательностей 

использовали программы CLUSTAL W (http://www.ebi.ac.uk/clustalw) или 

CLUSTAL X (Thompson et al., 1997). 

http://www.ebi.ac.uk/clustalw
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7.6.7. Построение дендрограмм филогенетического сходства  

Дендрограммы выстраивали  в программе MEGA5 (Tamura et al., 2011) 

методом «присоединения ближайших соседей» (Neighbor-Joining method) (Saitou, 

Nei, 1987) с использованием 2-х параметрической модели Kimura (Kimura, 1980) 

(для нуклеотидных последовательностей гена 16S рРНК и объединенного древа 

на основе последовательностей генов gyrB, rpoB, rpoD) и методом максимального 

подобия (Maximum Likelihood) (Rogers, Swofford, 1998) по модели Tamura–Nei 

(Tamura, Nei, 1993) (для нуклеотидных последовательностей гена gyrB). 

7.6.8. Определение содержания ГЦ-пар в молекуле ДНК 

Содержание ГЦ-пар в составе ДНК находили с помощью кривых 

термической денатурации, используя саморегистрирующий спектрофотометр Pye 

Unicum SP1800 (Philips, Великобритания) со скоростью подогрева 0,5
о
С в 1 мин. 

Плавление проводили в растворе 0,1 SSC (1 SSC – 0,015 М раствор 

тризамещенного цитрата натрия в 0,15 М растворе хлорида натрия, рН 7,0). 

Нуклеотидный состав рассчитывали по формуле:  

 ГЦ = 2,08·Tm – 106,4, где Tm – температура плавления ДНК в градусах 

(Owen et al., 1969). 

7.6.9. ДНК-ДНК-гибридизация 

Определение уровня гомологии ДНК штамма Pseudomonas sp. ИБ-4 и 

штамма P. koreensis Ps 9-14 (T) проводили методом оптической реассоциации по 

Де Лею (De Ley et al, 1970). Для этого препараты ДНК в 0,1 SSC обрабатывали 

ультразвуком (УЗДН-1, 0,4 мА в течение 2-3 мин). До и после этой процедуры 

продували газообразный азот для удаления радикальных перекисей. В результате 

получали фрагментированную ДНК, которую вносили в кюветы 

спектрофотометра Pye Unicum SP1800 (Philips, Великобритания), предварительно 

прогретые до оптимальной температуры реассоциации, которую рассчитывали по 

формуле: 

 Тор = 0,51 ГЦ + 47,0. 

Схема эксперимента: 
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а – 1-ая пробирка – раствор первого образца ДНК в 0,1 SSC в концентрации 

50 мкг на 1 мл в количестве 2 мл; 

b – 2-ая пробирка с 2 мл другого образца ДНК такой же концентрации;  

m – смесь образцов по 1 мл каждого. 

Пробирки плотно закрывали пробкой и нагревали при 100°С в течение 5 

мин. В спектрофотометр помещали 3 кюветы с 0,2 мл 20 SSC при оптимальной 

температуре реассоциации, затем в них добавляли образцы, перемешивали и 

реассоциировали на чувствительной шкале в течение 40-50 мин. Затем 

рассчитывали V – скорость реассоциации за 30 мин. Первые 10 мин отбрасывали, 

т.е. скорость за 1 мин должна быть в диапазоне 10-40 мин. Сходство в 

полинуклеотидных последовательностях ДНК определяли по формуле (%): 

  

где D – гомология ДНК в процентах, Va – скорость реассоциации образца а, 

Vb – скорость реассоциации образца b, Vm – скорость реассоциация смеси 

двух ДНК в эквимолярном соотношении. 

ДНК-ДНК-гибридизацию для штамма Pseudomonas sp. ИБ 1.1 и 8 штаммов, 

представляющих другие виды р.  Pseudomonas  проводили по методу Езаки (Ezaki 

et al., 1989) согласно рекомендациям  Виллемс (Willems et al., 2001).  ДНК 

нековалентно адсорбировали на полистирольных микропланшетах при 30°C в 

течение 4 ч в гибридной печи ShelLab 1004 (Sheldon, США). Затем планшеты 

промывали один раз 300 мкл  раствора PBS  (8 мМ NaH2PO4, 1-5 мМ KH2PO4, pH 

7,2, 137 мМ NaCl, 2-7 мМ KCl, 0-1 M MgCl2) на лунку, сушили при 45°C в течение 

15 мин.  ДНК-зонд получали путем смешивания ДНК-раствора в 0,1 SSC  и 10 мкл 

фотобиотинового раствора (Sigma, США) и освещали смесь в течение 30 мин при 

400 Вт ртутной лампой. Меченый ДНК-зонд разбавляли добавлением 185 мкл 0,1 

М Трис-HCl (рН 9,0), а оставшийся свободный фотобиотин удаляли двойной 

экстракцией 200 мкл 1-бутанолом, насыщенным 0,1 М Трис-HCl (pH 9,0). Потом в  

каждую лунку добавляли раствор стрептавидина (авидин) (Gibco, США), который 
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образует нерастворимый комплекс биотин–авидин и ДНК-зонд. Микропланшет 

инкубировали в течение 10 мин при 37°С. Затем пластину промывали три раза 300 

мкл 1  SSC на лунку. Продукт реакции, 4-метилумбеллиферон (возбуждение 

максимум 360 нм, излучение до 465 нм), определяли количественно с 

использованием системы HTS 7000 BioAssay Reader (Perkin Elmer, США) в 

моменты времени 0, 15, 30 и 45 мин. Значения реассоциации рассчитывали с 

использованием значений флуоресценции при 30 мин и гомологичную реакцию 

рассматривали как представляющую 100% повторную ассоциацию. 

7.7. Идентификация штаммов микроорганизмов 

хемотаксономическими методами 

7.7.1. Анализ жирных кислот клеточной стенки 

Пробу сухой биомассы клеток (3-5 мг) Acinetobacter sp. ИБ ДТ-5.1/1, 

Оchrobactrum sp. ИБ ДТ-5.3/2  или  Pseudomonas sp. ИБ-4, выращенных на среде 

ТSА, обрабатывали в 0,4 мл 1,2 н соляной кислоты в метаноле  при 80
о
С в течение 

1 ч. Образовавшиеся при метанолизе метиловые эфиры жирных кислот и другие 

липидные компоненты  экстрагировали гексаном. Последний упаривали, а сухой 

остаток силилировали в 20 мкл N,O-бис(триметилсилил)трифторацетамида 

(БСТФА) 15 мин при 80
о
С для получения триметилсилильных эфиров оксикислот 

и разбавляли гексаном до 100 мкл. Для анализа 1 мкл смеси вводили в инжектор 

системы газовый хроматограф−масс-спектрометр AT-5850/5973 (Agillent 

Technologies, США). Квадрупольный масс-спектрометр имеет разрешающую  

способность  0,5 атомных единиц масс (а.е.м.),  рабочий диапазон (2-950 а.е.м.). 

Ионизация электронами  70 эВ. Чувствительность прибора по метилстеарату 

составляет 0,01 нг. Для хроматографического разделения пробы использовали 

капиллярную колонку из плавленого кварца длиной 25 м и внутренним 

диаметром 0,25 мм. Хроматографирование проводили в режиме  

программирования температуры от 140 до 320
о
C со скоростью 7

о
С  в 1 мин. 

Температура инжектора и интерфейса составляла 280
о
C. Данные обрабатывали с 

помощью штатных программ прибора. Вещества в хроматографических пиках 
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идентифицировали с помощью библиотечных программ базы данных масс-

спектров Национального института стандартов и технологий  (США) 

(http://webbook.nist.gov/chemistry). 

 Состав жирных кислот клеточной стенки штамма Pseudomonas sp. ИБ 1.1 

определяли с помощью идентификационной системы Sherlock 6.1 (MIDI; 

Microbial ID) и библиотеки спектров RTSBA6 в соответствии с техническими 

инструкциями этой системы.  

 

7.7.2. Определение состава изопреноидных хинонов 

Состав клеточных хинонов изучали по методу Коллинза (Collins, 1981, 

1985). Прямую экстракцию лиофилизированных клеток (50-100 мг) дважды 

проводили малым объемом (25 мл) смеси хлороформ-метанол 2:1 в течение 2 ч на 

магнитной мешалке. Фильтрат  упаривали и хроматографировали на пластинке с 

силикагелем в системе гексан-диэтиловый эфир 85:15. Полосу, поглощающую в 

УФ-свете, счищали  и экстрагировали хлороформом. В таких условиях 

тонкослойной хроматографии менахиноны имели подвижность приблизительно 

0,7, убихиноны – 0,3. Масс-спектры регистрировали при химической ионизации 

при атмосферном давлении (APCI) на квадрупольном масс-спектрометре LCQ 

Advantage MAX (Thermo Finnigan, Германия) используя одноканальный 

шприцевой насос для прямого ввода образца.  

 

7.7.3. Изучение профиля клеточных белков  

Анализ белковой фракции бактериальных клеток проводили с помощью 

матрично-активированной лазерной десорбционно-ионизационной 

времяпролетной  (MALDI-TOF) масс-спектрометрии. Для этого клетки одной 

колонии переносили на стальную пластинку-мишень, смешивали с 0,5 мкл 

раствора матрицы (α-циано-4-гидроксикоричная кислота в 50%-ном водном 

растворе ацетонитрила, содержавшем 2% трифторуксусной кислоты) и 

высушивали на воздухе при комнатной температуре. Спектры регистрировали в 

линейном режиме с задержанной экстракцией ионов на приборе Autoflex Speed 

http://webbook.nist.gov/chemistry


 131 

(Bruker Daltonics, Германия), оснащенном времяпролетным анализатором (время 

задержки – 350 нс, ускоряющее напряжение – 20 кВ). Запись спектров проводили 

в режиме положительных ионов (регистрируемые массы составляли 2-20 кДа). 

Внешнюю калибровку прибора осуществляли по смеси белков Bruker Bacterial 

Test Standard (Bruker Daltonics); разрешение спектров составило ±2 Да. 

Результирующие спектры каждого препарата штамма получали суммированием 

спектров, зарегистрированных в 10-15 точках анализируемых препаратов при 500 

ударах лазера. Таксономическую принадлежность штамма определяли с помощью 

программы Biotyper 3.0 (Bruker Daltonics). 

7.8. Исследование окислительной активности  

Окислительную активность микроорганизмов оценивали по конечному 

продукту реакции, т.е. по количеству углекислого газа, образованного в 

результате окисления углеводородов. 

Для этого в колбу с 250 мл  среды Диановой и Ворошиловой вносили 1% 

(2,5 мл) источника углерода и 5 мл трехсуточной культуры микроорганизмов 

консорциума (или чистой культуры микроорганизмов, входящих в состав 

консорциума) с содержанием клеток 1,0·10
8
 КОЕ/мл. В герметично закрытые 

колбы компрессором-дозатором со скоростью 520 мл/мин подавали стерильный 

воздух, который после окисления субстрата улавливали поглотителем 

углекислого газа (200 мл 0,1 н NaOH). Из сосудов посуточно отбирали аликвоту 

в количестве 10 мл, к которой добавляли 2-3 капли фенолфталеина и титровали 

0,1 н. раствором соляной кислоты до обесцвечивания раствора. Затем 

прибавляли 2 капли метилового оранжевого и титровали при энергичном 

перемешивании 0,1 н. раствором соляной кислоты до перехода желтой окраски в 

оранжевую. В качестве контроля использовали образец с реактивами, 

нефтепродуктами, но без микроорганизмов. Продолжительность эксперимента − 

3 суток. 

Окислительную активность (А) рассчитывали по количеству углекислого 

газа, оттитрованного кислотой и выражали в мг СО2 на 1 г источника углерода.  
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Использовали следующую формулу: 

А = 1/m × Vщ/Vпр × 0,0044 × 1000 × ∑(Xj-Xk),  

                                                  j=1…3 

где m – масса внесенного источника углерода, г, 

j – сутки эксперимента, 1-3, 

Vщ – объем 0,1 н NaOH, мл,  

Vпр – объем аликвоты пробы, взятой на титрование, мл, 

 Xj – объем раствора HCl с концентрацией 0,1 моль/л, израсходованный на 

титрование пробы в присутствии метилового оранжевого, мл, 

Хk – объем раствора HCl с концентрацией 0,1 моль/л, израсходованный на 

титрование контрольного образца в присутствии фенолфталеина, мл, 

0,0044 – масса углекислого газа, соответствующая 1 мл раствора HCl с 

концентрацией 0,1 моль/л, г. 

За результат анализа окислительной активности принимали среднее 

арифметическое результатов двух параллельных определений, расхождение 

между которыми не превышает допускаемое расхождение в 1%. 

 

7.9. Определение способности к фиксации атмосферного азота  

7.9.1. Оценка нитрогеназной активности  

Способность бактерий к фиксации атмосферного азота определяли 

ацетиленовым методом (Умаров, 1986), основанном на способности фермента 

нитрогеназы восстанавливать ацетилен до  этилена в количестве, 

пропорциональном количеству азота, которое может быть восстановлено в тех же 

условиях. Микроорганизмы культивировали 2 сут на среде Эшби при комнатной 

температуре (26°C) и в условиях низкой положительной температуры (8°C). Для 

проверки влияния источника углерода на способность к азотфиксации, маннит в 

среде Эшби в других вариантах опыта был заменен на декан (0,5%), метилбензол 

(1%) и  2-метилнафталин (0,5%). Ацетилен вводили в колбы (V=250 мл) со 100 мл 

бактериальной суспензии до концентрации 10% (объем.) и перемешивали при 180 

об/мин без доступа воздуха. Через 1,5 часа отбирали шприцем пробы газа (1 мл) 

из каждой колбы в троекратной повторности. Содержание ацетилена и этилена 
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определяли на газовом хроматографе «Кристалл Люкс 4000» (Россия) с 

пламенным ионизационным  детектором (длина колонки 3 м, сорбент – Porapak Q, 

стандартный газ – азот). Объем вводимой газовой пробы –  1 мл. Количество 

этилена и ацетилена рассчитывали по калибровочной кривой.  

 

7.9.2. Выявление потенциальной активности азотфиксации в почве 

Потенциальную активность азотфиксации в почве (чернозем 

выщелоченный) рассчитывали по Умарову (Теппер, 2004) с нашими 

модификациями. В почвенные пробы   массой 200 г вносили по 10 мл 

бактериальной суспензии с титром 1·10
9 

КОЕ/мл, увлажняли до 60% полной 

влагоемкости почвы, тщательно перемешивали. После трех суток инкубации  в 

термостате при 28
о
С из каждого образца отбирали в пенициллиновые флаконы по 

5 г почвы, добавляли по 2% (от массы абсолютно сухой почвы) источника 

углерода (маннит (контроль), декан, метилбензол и 2-метилнафталин 

соответственно), увлажняли до 60% полной влагоемкости почвы, перемешивали, 

герметично закупоривали, чтобы предотвратить улетучивание углеводородов и  

хранили одну часть проб  в холодильнике при 8
о
С, а вторую часть проб   –  в 

термостате при 26
о
С. Через сутки во флаконы вводили по 0,5 мл ацетилена и 

спустя час отбирали газовую пробу (0,5 мл) для анализа на газовом хроматографе. 

Параллельно проводили контрольное определение на восстановление 

ацетилена до этилена во флаконе с 5 мл воды при отсутствии почвы. 

Расчет величины активности азотфиксации производили, 

исходя из того, что соотношение между количеством образованного этилена и 

соответствующим количеством азота составляет 3:1, т. е. результат, 

полученный для этилена делили на 3.  

7.10. Исследование поверхностно-активных свойств  

Способность к синтезу ПАВ у бактерий оценивали по снижению 

поверхностного натяжения и проявлению эмульгирующей активности жидкой 

культуры и ее супернатанта в процессе роста на минимальной жидкой среде с 
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гидрофобным источником углерода (Willumsen, Karlson, 1997; Волченко, 2006). 

Микроорганизмы выращивали на минеральной среде Раймонда с 1% (объем.) 

гексадеканом в лабораторном термостатируемом встряхивателе П-5.10-Э5960 при 

температуре 28ºС и 160 об/мин в течение 5 сут. Супернатант культуральной 

жидкости получали ее центрифугированием  при 7000 g в течение 10 мин.  

7.10.1. Поверхностное натяжение 

Значение поверхностного натяжения является качественным показателем, 

свидетельствующем о наличии ПАВ в культуральной жидкости. Измерение 

поверхностного натяжения (σ, мН/м) супернатанта проводили на 

полуавтоматическом тензиометре (LAUDA TD1C, Германия) методом отрыва 

платиново-иридиевого кольца (метод Дю Нуи) при 20ºС. Перед испытанием 

супернатант культуральной жидкости отмывали гексаном от остатков 

гексадекана, который обладает поверхностно-активными свойствами и 

существенно снижает реальное значение поверхностного натяжения. В качестве 

контроля использовали чистую минеральную среду Раймонда. 

7.10.2. Индекс эмульгирования 

Эмульгирующую активность определяли по методу  Купера и Голденберга 

(Cooper, Goldenberg, 1987) встряхиванием в пробирке 4 мл культуральной 

жидкости с 4 мл эмульгируемого субстрата (подсолнечное масло, бензин, 

дизельное топливо, смазочное масло) в течение 10 мин с последующим 

отстаиванием при комнатной температуре в течение 24 ч для разделения водной и 

углеводородной фаз. После этого рассчитывали индекс эмульгирования (E24) как 

величину  отношения высоты эмульсионного слоя к общей высоте жидкости 

пробирке (%). 

 

 



 135 

7.11. Изучение способности к синтезу фитогормональных веществ 

Определение фитогормональной активности проводили методом 

иммуноферментного анализа (ИФА), основанном на способности культуральной 

жидкости микроорганизмов реагировать с антителами к индолил-3-уксусной 

кислоте (ИУК) и цитокинину зеатину (Кудоярова и др., 1986, 1990). В ходе 

исследований использовалась трехсуточная культуральная жидкость штаммов, 

полученная на питательном бульоне. Результаты подтверждали тестом на 

разведение (т.е. когда степень разведения не влияет на результаты анализа) и 

представляли в виде количества (нг) соответствующего гормона в 1 мл 

культуральной жидкости. 

7.12. Определение токсических свойств чистых культур 

микроорганизмов  

Фитотоксичность изучаемых штаммов бактерий проверяли на  семенах 

горчицы белой (Sinapis alba,  сорт «Рапсодия»). Для этого отфильтрованную 

культуральную жидкость  наливали в стаканчики на 100 мл и замачивали в 

каждом по 30 семян в течение 24 ч. Для контроля семена замачивали на тот же 

срок в водопроводной воде и стерильной питательной среде. Далее семена 

помещали на чашки Петри с увлажненной ватой, поверх которой накладывали 

фильтровальную бумагу, и при их подсыхании дополнительно увлажняли равным 

количеством водопроводной воды. Для определения токсичности через 3-4 дня 

подсчитывали количество проросших семян, а для установления способности к 

стимуляции роста растений измеряли длину проростков и корней.  

Токсичными считали культуры микроорганизмов, вызывающие либо 

снижение всхожести семян, либо угнетение развития проростков и корней более 

чем на 30% по сравнению с контролем (Зенова и др., 2002).    
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7.13. Определение эффективности процесса биодеструкции нефти и 

нефтепродуктов   

С целью оценки результативности процесса разложения углеводородов  в 

почве контролировали содержание нефтепродуктов, степень их деструкции и 

численность микроорганизмов основных эколого-трофических групп. 

7.13.1. Измерение массовой концентрации нефтепродуктов в почве 

Содержание нефтепродуктов в почве и грунте  определяли 

гравиметрическим методом  в соответствии с ПНД Ф 16.1.41–04 (ПНД Ф …, 2004) 

и выражали в процентах. 

7.13.2. Определение численности микроорганизмов основных эколого-

трофических групп  

Численность микроорганизмов основных эколого-трофических групп 

определяли посевом почвенной суспензии на твердые элективные питательные 

среды. Для гетеротрофных микроорганизмов  – на питательный агар, для 

азотфиксирующих микроорганизмов – на среду Эшби, для 

углеводородокисляющих бактерий  – на среду Раймонда с добавлением 

дизельного топлива или нефти в качестве единственного источника углерода и 

энергии. 

7.13.3. Степень деструкции нефтепродуктов 

Степень деструкции нефтепродуктов  рассчитывали по формуле 

(1 – C/C0)·100, где 

С – конечная концентрация нефтепродуктов, мг/л;  

C0 – исходная концентрация нефтепродуктов, мг/л 

и выражали в процентах. 
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7.14. Определение фитотоксичности отбеливающей глины 

Навеску отбеливающей глины массой 60 г (опыт проводили нестерильно), 

тщательно перемешивали, увлажняли водой до состояния густой пасты и 

равномерно распределяли по чашке Петри. На ее поверхность помещали 30 семян 

редиса (Raphanus sativum,   сорт «Красный с белым кончиком»), предварительно 

замоченных в водопроводной воде на 24 ч. Контрольные семена раскладывали на 

увлажненной вате, покрытой фильтровальной бумагой. Семена проращивали в 

течение 5-7 дней при постоянной температуре во влажной камере. Опыт 

проводили в трех повторностях. 

Степень токсичности отбеливающей глины определяли по разнице в 

количестве проросших семян в опыте и контроле (%). Токсичной считали 

отбеливающую глину, которая вызывала угнетение прорастания семян на 20-30% 

и более (Зенова и др., 2002).  

7.15. Лабораторные опыты по проверке эффективности применения 

изучаемых микроорганизмов для очистки от загрязнения нефтью и 

нефтепродуктами 

7.15.1. Очистка сточной воды,  содержащей нефтепродукты, с помощью 

консорциума микроорганизмов A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1 и O. intermedium 

ИБ ДТ-5.3/2 

7.15.1.1. Исследование возможности роста консорциума 

микроорганизмов на отдельных компонентах загрязнителя, присутствующих 

в сточной воде 

В чашки Петри с агаризованной средой Раймонда вносили по 0,1 мл одного 

из загрязняющих компонентов сточной воды как единственный источник 

углерода и по 0,1 мл культуральной жидкости консорциума микроорганизмов 

Acinetobacter sp. ИБ ДТ-5.1/1, Оchrobactrum sp. ИБ ДТ-5.3/2 (титр клеток 1∙10
8
 

КОЕ/мл). Чашки помещали в термостат при 37
о
С  на 5 сут. В качестве контроля 

использовали чашки без добавления источника углерода. Возможность 
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утилизации каждого компонента сточной воды определяли визуально  по 

наличию или отсутствию роста микроорганизмов. 

7.15.1.2. Изучение эффективности процесса очистки сточной воды 

Опыт проводили   в колбах Эрленмейера объемом 250 мл с минеральной 

средой Раймонда и  сточной водой (1% масс.),  куда вносили трехсуточную 

культуру консорциума микроорганизмов (титр 3∙10
8
 КОЕ/мл) и  выращивали на 

лабораторной термостатируемой установке УВМТ-12-250 при скорости вращения 

180 об/мин и 28
о
С в течение 15 сут. Общий объем системы 100 мл. В ходе 

эксперимента контролировали содержание нефтепродуктов и численность 

углеводородокисляющих микроорганизмов. В качестве контроля использовали 

образцы без внесения бактерий. 

7.15.1.3. Измерение массовой концентрации нефтепродуктов в сточной 

воде 

Массовую концентрацию нефтепродуктов определяли с помощью 

экстракции хлористым метиленом. В делительную воронку вместимостью 250 мл 

помещали 50 мл анализируемой пробы, добавляли 50 мл раствора хлористого 

метилена. Смесь энергично встряхивали 5 мин и затем отстаивали 20-30 мин до 

полного расслоения жидкости. Экстракт сливали в фарфоровые чашки и 

упаривали на водяной бане при 80ºС. После испарения жидкости чашки 

взвешивали. Массу загрязняющих веществ находили по разнице массы пустых 

чашек и чашек с образцами.  

7.15.2. Биоремедиация грунтов, загрязненных нефтью, с помощью 

консорциума микроорганизмов  

A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1  и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 

Объектом исследования служили образцы грунта месторождений  Жетыбай 

и Каламкас (Республика Казахстан), загрязненные нефтью,  содержание которой 

составляло 44,35% и  18,26% соответственно. Нефть месторождения Жетыбай 
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имеет следующие характеристики: плотность − 0,85-0,86 г/см³, содержание серы − 

0,2-0,28%  (малосернистая), смол − 4,53-15,5%  (смолистая), парафинов − 17,2-

25% (высокопарафинистая),  асфальтенов − 0,9-3,4%. Нефть месторождения 

Каламкас имеет плотность 0,902-0,914 кг/м³, содержит серу − 0,1-0,3% 

(малосернистая), смолы − 20-33% (высокосмолистая), асфальтены − 3-5,5%. С 

учетом высокой концентрации загрязнителя, грунт месторождения Жетыбай  

перемешивали со стерильным песком в соотношениях 1:1 или 1:3,  а образцы с 

территории месторождения Каламкас – в соотношении 1:1. 

Эксперимент проводили в сосудах объемом 3 л, в которые помещали по 1 кг 

грунта или грунта, смешанного с песком. Влажность в течение всего срока 

инкубации поддерживали на уровне 60% от полной влагоемкости грунта, 

температуру – 20-25ºC. Отбор почвенных проб осуществляли через каждые 14 

сут. Длительность эксперимента – 42 сут. Консорциум микроорганизмов вносили 

дважды (в начале опыта и на 28-ые сут) в дозе 2·10
8
 КОЕ/г грунта. В качестве 

источника биогенного азота, фосфора и калия использовали комплексное 

минеральное удобрение «Нитроаммофоска» (ОАО «Невинномысский Азот», 

Россия, ТУ 113-08-10253378-02-96) в количестве 0,25 г/г нефтепродукта.  

 

7.15.3. Очистка песка, загрязненного нефтью, 

штаммом P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 

В  пластиковые сосуды  объемом 1 л помещали по 500 г песка, отобранного 

в окрестностях г. Жанаозен (Мангистауская обл., Республика Казахстан), в 

который вносили нефть месторождения Узень (Республика Казахстан) (плотность 

0,864 г/см³, содержание серы – 0,18 %, парафинов – 19,3 %, смол  – 20%) в 

концентрации 5 или 15% (50 и 150 г/кг) и 100 мл суспензии штамма P. 

turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 с титром 2,2∙10

6
 КОЕ/мл. Интродукцию бактерий 

осуществляли 1 раз в месяц, после чего модельную смесь  тщательно 

перемешивали. Культивирование проводили при 4-8
о
С в течение 6 мес. 

Контролем служил песок, загрязненный нефтью, но не обработанный 

микроорганизмами. Опыт проводили в трех повторностях. 
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7.15.4. Проверка способности комбинаций микроорганизмов с различной 

функциональной активностью к деструкции нефти и стимуляции роста и 

развития растений  

В модельном эксперименте использовали чернозем глинисто-

иллювиальный (общий гумус – 4,2%; общий азот – 0,5%; подвижный фосфор – 5,6 

мг/100 г почвы, рН водной вытяжки – 6,3), который помещали по 3 кг в 

вегетационные сосуды объемом 5 л и увлажняли до 60% от полной влагоемкости. 

В почву вносили нефть Туймазинского месторождения (плотность – 0,83 г/см
3 

(легкая), содержание серы – 2,0% (малосернистая)), в количестве 3 или 6% (масс.) 

после чего инокулировали суспензией микроорганизмов (с титром 1·10
8
 КОЕ/мл 

каждая) в объеме 10 мл/кг, поливали водой и тщательно перемешивали. 

Использовали следующие суспензии: консорциум микроорганизмов A. 

calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1  и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2; комбинация 3-х штаммов  

(клетки микроорганизмов консорциума и P. koreensis ИБ-4 в соотношении 1:1); 

комбинация 4-х штаммов (клетки микроорганизмов консорциума, P. koreensis ИБ-

4 и P. ehimensis  IB 739 в соотношении 1:1:1). Через 2 сут сажали  предварительно 

замоченные в водопроводной воде семена  овса  посевного (Avena sativa L.) –  30 

шт. на сосуд. Эксперимент проводили при комнатной температуре (22-26
о
С) в 

условиях естественной освещенности на протяжении 42 сут, осуществляя 

регулярный полив. Перед началом испытания и через каждые 3 недели 

определяли численность микроорганизмов основных эколого-трофических групп 

в почве. На 21 сут измеряли высоту побегов. В конце опыта  растения извлекали 

вместе с почвенным монолитом, отмывали корневую систему, сушили, а   затем 

оценивали массу надземной части побега и корней. Каждый вариант закладывали 

в трех повторностях. 

Схема опыта: 

1. Почва + овес; 

2. Почва + нефть (3%); 

3. Почва + нефть (6%); 

4. Почва + нефть (3%) + овес; 



 141 

5. Почва + нефть (6%) + овес;  

6. Почва + нефть (3%) + овес + консорциум микроорганизмов;  

7. Почва + нефть (6%) + овес + консорциум микроорганизмов; 

8. Почва + нефть (3%) + овес + комбинация 3-х штаммов;  

9. Почва + нефть (6%) + овес + комбинация 3-х штаммов; 

10. Почва + нефть (3%) + овес + комбинация 4-х штаммов;  

11. Почва + нефть (6%) + овес + комбинация 4-х штаммов. 

 

7.16. Полевые испытания технологий очистки почв, грунтов, водной 

поверхности от нефтяного загрязнения, а также обезвреживания 

нефтесодержащих отходов  

7.16.1. Обезвреживание нефтешлама с помощью консорциума 

микроорганизмов A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1 и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2  

Промышленные испытания по обезвреживанию нефтешлама проводили на 

территории газонефтяного месторождения Каражанбас (Республика Казахстан) с 

15 августа по 15 ноября 2013 г.  Рекультивации с помощью консорциума 

микроорганизмов A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1  и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 было 

подвергнуто 5 тыс. м
3
 нефтешлама со средним содержанием нефтепродуктов 

10,47%, складированного на участке с размерами 120 м × 35 м.   Высота загрузки 

составляла приблизительно 0,40 м. Предварительно однократно вносили 

комплексное минеральное удобрение «Азофоска» (NPK) марки 15:15:15 (ОАО 

"ММУ", г. Мелеуз, Россия, по ТУ 2186-682-00209438-06) (0,26 кг/м
3
 нефтяного 

шлама). До и после этого на участке проводили рыхление и вспашку. Консорциум 

применяли один раз в дозе 0,056 кг/м
3 

нефтешлама. Для этого каждые 5 кг сухой 

формы  биопрепарата и 0,5 кг минерального удобрения разводили в 1000 л 

технической воды, перемешивали и добавляли 1 л дизельного топлива для 

обеспечения бездефицитного питания, необходимого для нормальной 

жизнедеятельности микроорганизмов, потом осуществляли полив методом 

дождевания этим раствором. В  ходе биорекультивации регулярно производили 
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вспашку трактором «Беларусь» (1 раз в неделю) и выполняли частый полив (через 

1-2 дня) в связи с засушливой погодой. 

Пробы отбирались методом «конверта» в количестве 1 кг каждая. 

Контролем служили образцы нефтешлама, не обработанные консорциумом 

микроорганизмов. 

 

7.16.2. Очистка почвы от нефти в условиях низких положительных 

температур штаммом P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 

Эксперимент по очистке почвы (глеево-подзолистая, слой гумуса около 8 

см, содержание органического вещества 52%, азота 2,1%) от свежего разлива 

нефти (плотность − 0,864-0,886 г/см
3
, содержание серы − 0,53-0,66%, парафинов − 

2,40-3,03%, смол − 5,34-14,09%, асфальтенов − 0,68-3,12%) проводили на 

территории Барсуковского месторождения (Пуровский район Ямало-Ненецкого 

автономного округа) с 22 августа по 21 сентября 2012 г. На   ровном обводненном 

участке площадью в 1,0 га с содержанием нефти  4,88%  осуществляли обработку 

спецтехникой, внесение  комплексного минерального удобрения 

«Нитроаммофоска» (NPK) марки 16:16:16 (АО «Минудобрения», г. Россошь, 

Россия, по  ТУ 2186-030-00206486-2009) и биогенной добавки (дрожжевой 

автолизат), после чего его разделили на две равные части, одну из которых  

обработали 1000 л суспензии микроорганизмов психротолерантного штамма P. 

turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 с титром 2,0∙10

8
 КОЕ/мл. В период испытания 

температура воздуха колебалась в интервале от 0 до 9°С. 

 

7.16.3. Биорекультивация нефтезагрязненной отбеливающей глины с 

помощью консорциума микроорганизмов A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1 и  

O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2, а также штамма P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 

Эксперимент проводили на полигоне промышленных отходов ОАО 

«Орскнефтеоргсинтез», расположенной  в Гайском районе Оренбургской области. 

Свалка представляет собой дополнительно отчужденные огражденные 

территории общей площадью 35,4 га.  Размер участка,  отведенного под 
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неутилизируемые отходы, содержащие сырую нефть и нефтепродукты, составляет 

13,5 га, из которых 6 га выделено под складирование нефтезагрязненной 

(отработанной) отбеливающей глины, которая применяется в качестве 

тонкодисперсного природного адсорбента в процессе контактной доочистки 

масел.   

Для опыта были выбраны два одинаковых по площади, относительно 

ровных по рельефу и относительно однородных по содержанию загрязнителя 

участка с отвалами отработанной отбеливающей глины. Их очищали от мусора,  

рыхлили, выравнивали с помощью мотокультиватора «Урал» и разбивали на 9  

делянок каждый (по три повторности на каждый вариант опыта, включая 

контроль без интродукции микроорганизмов).  Размер делянок 1 м
 

х 1 м, 

расстояние между ними около 0,5 м, расположение рандомизированное, удаление 

от границ участка не менее чем на 0,5 м. Среднее содержание нефтепродуктов (по 

массе) на  первом  участке составляло 7,12%, на втором  – 22,76%. Низкая степень 

загрязнения на первом участке связана с тем, что несколькими годами ранее его 

уже подвергали рекультивации (туда в качестве разбавителя вносили активный ил 

биологических очистных сооружений ОАО «Орснефтеоргсинтез»). Каждую 

делянку обрабатывали 1 л бактериальной суспензии с концентрацией 1∙10
8
 

клеток/мл, содержащей или консорциум микроорганизмов A. calcoaceticus ИБ ДТ-

5.1/1 и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 или штамм P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
.  

Продолжительность опыта  – с июня 2013 г. по июль 2014 г. Пробы грунта 

отбирали методом «конверта» в количестве  100 г непосредственно перед каждым 

внесением микроорганизмов (26.06.2013, 08.08.2013, 02.10.2013) и еще три раза 

дополнительно (10.07.2013, 13.11.2013 и 16.07.2014).  

Перед началом эксперимента на обоих участках титр гетеротрофных и 

углеводородокисляющих микроорганизмов составлял менее 10
4 

 КОЕ/г, а 

азотфиксирующих микроорганизмов – менее 10
3
 КОЕ/г. 

До начала и после окончания эксперимента проверяли степень 

фитотоксичности отбеливающей глины.  
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Для обеспечения микроорганизмов доступным кислородом и активизации 

микробного разложения углеводородов участки периодически рыхлили. Лето 

2013 г. было дождливым, поэтому дополнительный полив в ходе эксперимента не 

производили. 

 

7.16.4. Биорекультивация почвы после нефтяного разлива с помощью 

консорциума микроорганизмов A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1 и  

O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2, а также штамма P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 

Эксперимент проводили на месте нефтяного разлива годичной давности в 

Нефтеюганском районе ХМАО − Югры (Мамонтовское месторождение). 

Территория представляет собой заросшее лесом болото, лесная подстилка 

представлена в основном неперегнившим мхом, почва подзолистая, торфянистый 

горизонт расположен близко к поверхности. Непосредственно после порыва 

трубопровода летом 2012 г. верхний слой нефти (плотность − 0,871-0,885 г/см
3
, 

содержание серы − 1,2-1,5%, парафина − 2,9-3,8%, смол − 7,6-9,1%, асфальтенов − 

2,2-3,1%) был собран механическим способом, после чего произвели вспашку 

трактором. Через год, в конце августа 2013 г., на упомянутой территории  

наметили относительно ровный по рельефу участок, который очистили от мусора, 

мёртвой растительности и перекопали вручную. Содержание органического 

вещества в почве составило 54%, азота –  2,8%, степень загрязнения нефтью очень 

высокая – в среднем 70,3%. На этой площади разбили  9 делянок (по три 

повторности на каждый вариант опыта, включая контроль без обработки 

микроорганизмами). Размеры делянок 1 м
 
х 1 м, расстояние между ними 1 м, 

расположение рандомизированное, удаление от границ участка не менее, чем на 1 

м.  Каждую опытную делянку однократно обработали 1 л бактериальной 

суспензии с титром 1·10
8 

КОЕ/мл, содержащей или консорциум микроорганизмов 

A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1  и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 или  штамм P. 

turukhanskensis ИБ 1.1
Т
, потом произвели полив и рыхление. В дальнейшем 

никаких рекультивационных мероприятий не осуществляли. Продолжительность 

эксперимента – с сентября 2013 г. по июнь 2015 г. 
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7.16.5. Очистка водной поверхности, загрязненной нефтью, с помощью 

консорциума микроорганизмов  

A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1 и  O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 

После аварии в мае 2015 г. содержание нефти в непроточном болоте 

площадью 400 м
2
  и глубиной 1-1,2 м на территории Барсуковского 

месторождения (Пуровский район ЯНАО)  составило 14,58%. Нефть имела 

следующие характеристики: плотность − 0,864-0,886 г/см
3
, содержание серы − 

0,53-0,66%, парафинов − 2,40-3,03%, смол − 5,34-14,09%, асфальтенов − 0,68-

3,12%. Для очистки объекта 4 л суспензии консорциума микроорганизмов A. 

calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1  и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 с титром 1,8·10
8
 КОЕ/мл 

разводили в 100 л водопроводной воды и помпой равномерно наносили 

(разбрызгивали)  на поверхность водоема. После этого производили аэрирование 

водного объекта путем принудительного забора воды при помощи насоса со 

скоростью 20 м
3
/час, которую затем подавали через систему трубопроводов на 

поверхность загрязненного пленкой нефти болота. Дневная температура при 

проведении рекультивации была 14-20°С. 

Содержание нефти в воде определяли гравиметрическим методом согласно 

ПНД Ф 14.1:2.116-97 (ПНД Ф …, 1997) и выражали в процентах.   

7.17. Статистические методы обработки результатов исследований 

Обработка результатов проводилась стандартными общепринятыми 

методами математической статистики. Оценку разброса данных в экспериментах 

проводили подсчетом средних величин и среднего квадратичного отклонения для 

выявления доверительного интервала при 95%-ном уровне значимости. 

Вычисления проводили с использованием программы Microsoft Office Excel 2003.  
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

 

ГЛАВА 8. ВЫДЕЛЕНИЕ И ИДЕНТИФИКАЦИЯ 

МИКРООРГАНИЗМОВ, ПЕРСПЕКТИВНЫХ С ТОЧКИ ЗРЕНИЯ 

БИОТЕХНОЛОГИИ 

8.1. Описание микроорганизмов консорциума 

8.1.1. Выделение, культурально-морфологические и физиолого-

биохимические свойства микроорганизмов консорциума 

Из загрязненной дизельным топливом серой лесной почвы Республики 

Башкортостан выделено 48 изолятов микроорганизмов, способных к росту и 

разложению нефти в жидкой среде. Среди них наибольшей  активностью обладал  

образец ИБ ДТ-5, представляющий собой природный консорциум из двух 

штаммов. В результате изучения культурально-морфологических и физиолого-

биохимических свойств они были  предварительно отнесены к родам 

Acinetobacter и Оchrobactrum (Acinetobacter sp. ИБ ДТ-5.1/1 и Оchrobactrum sp. ИБ 

ДТ-5.3/2). Количественное содержание каждого из штаммов микроорганизмов, 

входящих в состав консорциума, составляло в культуральной жидкости порядка 

1·10
8
 КОЕ/мл (1:1) и не изменялось при длительном хранении. Фотографии 

клеток микроорганизмов консорциума представлены на рисунках 8.1 и 8.2. 
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                                                                    А) 

 

                                                          Б) 

           Рисунок 8.1. −  Клетки штамма Acinetobacter sp. ИБ ДТ-5.1/1. А) одиночная 

клетка; Б)  скопление клеток (сканирующая зондовая микроскопия) 
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                                                                    А) 

 

                                                                    Б) 

 

Рисунок 8.2 −  Клетки штамма Оchrobactrum sp. ИБ ДТ-5.3/2. А) одиночная 

клетка; Б) сдвоенные клетки (сканирующая зондовая микроскопия)  

 

Культурально-морфологические и физиолого-биохимические признаки 

микроорганизмов, составляющих консорциум, представлены в таблице 8.1. 
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В качестве единственного источника углерода и энергии используют 

различные углеводы, спирты, аминокислоты. Утилизируют разнообразные 

органические вещества: нефть, дизельное топливо, углеводороды различных 

классов и их производные (табл. 8.2). 
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Штаммы Acinetobacter sp. ИБ ДТ-5.1/1 и Оchrobactrum sp. ИБ ДТ-5.3/2 

депонированы во Всероссийской коллекции микроорганизмов (VKM B-2753D и 

VKM B-2754D соответственно) (Приложения № 1 и 2), консорциум штаммов 
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микроорганизмов Acinetobacter sp. ИБ ДТ-5.1/1 и Оchrobactrum sp. ИБ ДТ-5.3/2 

запатентован в РФ (Патент РФ № 2553540). 

 

    8.1.2. Генотипическая характеристика штаммов, образующих консорциум 

8.1.2.1. Анализ нуклеотидных последовательностей гена 16S рРНК 

На настоящий момент одним из основных молекулярно-генетических 

подходов для идентификации вида микроорганизма является определение и 

сравнительный анализ последовательности гена 16S РНК, который  имеет 

высококонсервативные и вариабельные участки. Основное преимущество метода 

заключается в соответствии количества нуклеотидных замен в этом гене со 

степенью эволюционного родства микроорганизмов, что  позволяет выяснить 

место объекта на филогенетическом древе.  

Для штаммов Аcinetobacter  sp. ИБ ДТ-5.1/1 и  Оchrobactrum sp. ИБ ДТ-5.3/2  

были определены и депонированы в GenBank нуклеотидные последовательности 

гена 16S рРНК  (1425 п.н., KJ461687 и  1379 п.н., KJ683734 соответственно). Их 

сравнительный анализ с последовательностями близкородственных видов 

свидетельствует о том, что штамм ИБ ДТ-5.1/1 относится к виду А. calcoaceticus 

(99,93% сходства со штаммом А. calcoaceticus DSM 30006
T
), а штамм ИБ ДТ-5.3/2   

−  к виду О. intermedium (99,93% сходства со штаммом О. intermedium LMG 

3301
T
).  

Для уточнения филогенетического положения штаммов, составляющих 

консорциум, были построены дендрограммы, основанные  на анализе 

нуклеотидных последовательностей гена 16S рРНК видов, относящихся к рр. 

Acinetobacter и Оchrobactrum (рис. 8.3 и 8.4). На рисунках видно, что бактерия 

Acinetobacter sp. ИБ ДТ-5.1/1, образует один кластер с типовым штаммом A 

calcoaceticus DSM 30006
T
, а Ochrobactrum sp. ИБ ДТ-5.3/2 −  со  штаммом О. 

intermedium LMG 3301
T
.  
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8.1.2.2. Анализ нуклеотидных последовательностей гена gyrB 

В настоящее время все чаще в качестве альтернативных филогенетических 

маркеров для диагностики вида микроорганизмов используют так называемые 

гены «домашнего хозяйства» (от англ. «housekeeping genes») − rpoB, rpoD, gyrA, 

gyrB, recA, secA и т.д. (Назина и др., 2015; Weng et al., 2009; Iiyama et al., 2013; Das 

et al., 2014; Behera et al., 2017; Nemec  et al., 2017; Oguntoyinbo et al., 2018; Passet, 

Brisse, 2018; Timilsina et al., 2018; Sudan et al., 2018), которые детерминируют 

основные процессы метаболизма и экспрессируются практически во всех тканях и 

клетках на относительно постоянном уровне. Как и гены 16S рРНК, они 

наследуются вертикально, обладают универсальностью распространения и  
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эволюционной консервативностью. У функциональных генов есть и  ряд 

преимуществ: а) у некоторых из них, характеризующихся  разной степенью 

консервативности, межвидовые различия в нуклеотидных последовательностях 

могут быть более значительными, чем у генов 16S рРНК; б) данными генами 

кодируются белки, поэтому анализ их нуклеотидных последовательностей 

позволяет учитывать синонимические замены для более точного определения 

таксономического положения; в) большинство таких генов присутствуют в геноме 

в единственной копии, в то время как у многих бактерий имеется несколько копий 

гена 16S рРНК (Wang et al., 2007; Турова и др., 2010). Использование генов 

«домашнего хозяйства» для установления видовой принадлежности 

микроорганизмов рекомендуется Международным комитетом по систематике 

прокариот (Stakebrandt et al., 2002).  

Одним из наиболее перспективных филогенетических маркеров, 

альтернативных гену  16S рРНК, являются гены ДНК-топоизомераз II типа, 

осуществляющих изменение пространственной конфигурации молекулы ДНК на 

различных этапах ее репликации. Бактериальный геном содержит два 

гомологичных фермента этого типа, гиразу и топоизомеразу IV, состоящих из 

двух субъединиц каждый и содержащих в сумме 1200-1500 аминокислот, что 

статистически достаточно для филогенетического анализа (Huang, 1996). Одна из 

основных функций ДНК-гиразы заключается в снятии напряжения, возникающего 

впереди репликационной вилки в результате расплетания двойной спирали ДНК в 

ходе репликации. Для целей филогенетики чаще используется ген, кодирующий 

β-субъединицу ДНК-гиразы (gyrB), горизонтальный перенос которого у 

некоторых групп бактерий происходит со скоростью, равной  скорости  переноса 

рибосомных генов (Kasai et al., 1998), а скорость замены пар оснований в нем 

коррелирует с данными ДНК-ДНК-гибридизации (Suzuki et al., 2001; Weng et al., 

2009). Секвенирование последовательности гена gyrB позволило 

идентифицировать вид у штаммов бактерий рр. Pseudomonas (Izumi et al., 2007, 
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Anuj et al., 2009), Paenibacillus (Wu et al., 2010), Vibrio (Luo, Hu, 2008), Geobacillus 

(Коршунова, 2014) и Dietzia (Назина и др., 2015).  

Исходя из вышесказанного, были определены и  проанализированы  

нуклеотидные последовательности гена gyrB  у микроорганизмов Acinetobacter sp. 

ИБ ДТ-5.1/1 (745 п.н., номер в GenBank KX034109) и  Ochrobactrum sp. ИБ ДТ-

5.3/2 (719 п.н., номер в GenBank KU928130), входящих в состав консорциума. 

Степень гомологии последовательностей гена gyrB штамма Acinetobacter sp. ИБ 

ДТ-5.1/1  с аналогичными последовательностями нескольких нетиповых штаммов 

р. Acinetobacter  была невысокой (94% сходства со штаммом A. oleivorans DR1, 

92% сходства со штаммом A. calcoaceticus PHEA-2).  Результаты анализа и 

построенная дендрограмма (рис. 8.5) не позволяют достоверно определить вид у 

штамма  Acinetobacter sp. ИБ ДТ-5.1/1. Можно сделать вывод только о его 

принадлежности к роду Acinetobacter. 

 



 156 

Уровень сходства последовательностей изучаемого гена между штаммом 

Ochrobactrum sp. ИБ ДТ-5.3/2 и другими представителями р. Ochrobactrum 

составил 90% (со штаммами O. anthropi ATСС 49188
Т
 и O. anthropi OAB) и  87% 

(со штаммами O.  pituitosum AA2 и O.  pseudogrignonense K8). Остальные 

штаммы, участвующие в BLAST-анализе, относились к р. Brucella (который, как и 

р. Ochrobactrum принадлежит к  семейству Brucellaceae) и обладали уровнем 

гомологии не более 85%. Поэтому, при построении филогенетического древа для 

штамма Ochrobactrum sp. ИБ ДТ-5.3/2 на основании последовательностей гена 

gyrB в него были включены представители р. Brucella. Как и следовало ожидать, 

штаммы р. Ochrobactrum образуют отдельный кластер на дендрограмме, а  

исследуемый микроорганизм Ochrobactrum sp. ИБ ДТ-5.3/2 занимает в нем 

отдельную ветвь (рис. 8.6).  

Таким образом, с помощью сравнительного анализа нуклеотидной 

последовательности гена gyrB не удалось достоверно установить видовую 

принадлежность  штамма Ochrobactrum sp. ИБ ДТ-5.3/2.  

Исследование  филогенетических взаимоотношений внутри рр. 

Ochrobactrum  и Acinetobacter выявило на данный момент низкую разрешающую 

способность гена gyrB в качестве дополнительного маркера для определения 

видовой структуры бактерий этих родов. Сложившаяся ситуация, возможно, 

связана с малыми размерами базы данных по последовательностям указанного 

гена у представителей р. Ochrobactrum и Acinetobacter,  в которой отсутствуют 

сведения о большинстве типовых штаммов, а также с недостаточной 

универсальностью существующих систем праймеров, которые могут быть 

усовершенствованы при увеличении числа исследованных микроорганизмов рр. 

Ochrobactrum и Acinetobacter. 
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    8.1.3. Хемотаксономические особенности микроорганизмов консорциума 

8.1.3.1. Состав жирных кислот клеточной стенки 

Одно из направлений хемотаксономических исследований микроорганизмов − 

анализ метиловых эфиров жирных кислот клеточной стенки микроорганизмов с 

помощью газовой хромато-масс-спектрометрии.   Состав этих соединений 

детерминирован в ДНК, поэтому у  представителей разных систематических 
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групп он значительно различается как по соотношению основных, так и по 

наличию  характерных минорных компонентов и может использоваться для 

определения видовой принадлежности бактерий (Buyer, 2002; Quezada et al., 2007; 

Компанцева и др., 2007; Струкова и др., 2009). И хотя спектр  жирных кислот 

конкретного бактериального штамма может меняться в зависимости от условий 

культивирования (температура, возраст культуры и т.д.), общая характеристика 

жирнокислотного состава при этом сохраняется (Компанцева и др., 2007). 

Согласно требованиям полифазной таксономии, изучение профиля жирных 

кислот клеточной стенки микроорганизмов и его сопоставление с другими фено- 

и генотипическими характеристиками является  обязательным условием описания 

таксономического статуса объекта (Tindall et al., 2010). 

В составе клеточной стенки штамма Acinetobacter sp.  ИБ ДТ-5.1/1 

идентифицировано 25 жирных кислот (табл. 8.3). Доминирующими соединениями 

являлись 9-цис-октадеценовая (С18:1w9с) (27,3%), гексадекановая (С16:0) (25,0%) и 9-

цис-гексадеценовая (С16:1w7c) (18,9%), сходные с таковыми у штаммов 

Acinetobacter spp., описанных в работе Вейант (Вейант  и др., 1999) и 32 штаммов 

A. сalcoaceticus, выделенных из клинических образцов (слюна человека) 

китайскими исследователями (Yang et al., 2012).  Выбор штаммов A. сalcoaceticus 

в качестве объектов сравнения обусловлен тем, что представители именно этого 

вида оказались наиболее близки к исследуемому микроорганизму по результатам 

анализа последовательности гена 16S рРНК. Суммарное содержание 

доминирующих кислот у вышеперечисленных бактерий составляет 71,2-73,6%. В 

жирнокислотном профиле штамма Acinetobacter sp.  ИБ ДТ-5.1/1 в 

незначительном количестве присутствуют оксикислоты (2h-С12:0 (1,7%), 3h-С12:0 

(1,7%), 3h-С14:0 (0,2%), 3h-С18:0 (0,3%)), а также одно вещество с изо-положением 

метильной группы (изо-гептадекановая (iso-С17:0)) –  0,4%.   
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У изучаемого микроорганизма выявлены изомеры доминирующих 

насыщенных кислот – для С16:1w7c  это 7-цис-гексадеценовая (С16:1w9c) (1,0%) и  9-

транс-гексадеценовая (С16:1w7t) (0,6%), для С18:1w9с  – 11-цис-октадеценовая 

(С18:1w7c) (5,6%) и 11-транс-октадеценовая (С18:1w7t) (1,6%). Наличие транс-

изомеров  у штаммов сравнения не отмечено. 

У штамма Acinetobacter sp.  ИБ ДТ-5.1/1 обнаружены высшие спирты – 

насыщенные (н-гексадеканол и н-октадеканол) и ненасыщенные (гексадецен-9-ол 

и октадецен-9-ол), а также  13-докозеновая (С22:1),  октадекадиеновая (С18:2) и 

следы  эйкозановой кислоты (С20:0). Эти минорные компоненты отсутствуют как у 

Acinetobacter spp., исследованных Вейант (Вейант  и др., 1999), так  и  у 32 

клинически значимых штаммов  A. calcoaceticus (Yang et al., 2012).  

У некоторых штаммов A. calcoaceticus (Yang et al., 2012) в минорных или 

следовых количествах выявлены соединения (С10:0, С13:0, 3h-iso-С13:0, anteiso-С15:1, 

iso-С15:1и/или 3h-С13:0 и iso-С15:1), не идентифицированные у штаммов 

Acinetobacter sp.  ИБ ДТ-5.1/1 и Acinetobacter spp. (Вейант  и др., 1999). В 

клеточных стенках Acinetobacter sp.  ИБ ДТ-5.1/1 и Acinetobacter spр.  (Вейант  и 

др., 1999) найдена 7-цис-гексадекановая кислота (по 1%), присутствующая только 

у одного из штаммов, изученных Янг с соавт. (Yang et al., 2012). 

В таблице  8.4 указан состав жирных кислот штамма Ochrobactrum sp. ИБ 

ДТ-5.3/2  и типовых штаммов  O. intermedium LMG 3301
Т
 (Kämpfer et al., 2011) и 

O. intermedium КАСС 11952
Т 

(Woo et al., 2011). Выбор штаммов сравнения 

обусловлен тем, что представители именно этого вида оказались наиболее близки 

к исследуемому микроорганизму по результатам анализа последовательности гена 

16S рРНК. Всего в клеточных стенках Ochrobactrum sp. ИБ ДТ-5.3/2 было 

обнаружено 20 соединений с длиной цепи от 14 до 22 атомов углерода. 

Доминировали  11-цис-октадеценовая (С18:1w7с) (27,4%) и циклопропан-

нонадекановая кислоты (С19:0 cyclo) (20,1%), характерные и для других 

представителей  р. Ochrobactrum (Kämpfer et al., 2011;  Woo et al., 2011), но при 

этом у штамма O. intermedium LMG 3301
Т
 циклопропан-нонадекановая кислота 
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превалировала над 11-цис-октадеценовой (57,4 и 25,7% соответственно) (Kämpfer 

et al., 2011). 

 

 

Содержание октадекановой (С18:0), гексадекановой (С16:0) и 2-гидрокси-

октадеценовой кислот (2h-С18:1) составило 13, 9,7 и 8,1% соответственно. Эти же 

соединения были минорными компонентами и в спектре жирных кислот штаммов 

сравнения, но в меньшем количестве: С18:0  – 4,1 и 6,5% (O. intermedium LMG 
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3301
Т
 и O. intermedium КАСС 11952

Т
 соответственно), С16:0 – 3,7 и 6,1% (O. 

intermedium LMG 3301
Т 

и O. intermedium КАСС 11952
Т
 соответственно) и 2h-С18:1 

– по 1,8% у каждого микроорганизма (Kämpfer et al., 2011;  Woo et al., 2011). Для 

штаммов ИБ ДТ-5.3/2  и LMG 3301
Т
 установлено наличие метилзамещенной 

ненасыщенной кислоты с 18 атомами углерода (11-Methyl-C18:1)  – 3,1 и  1,5% 

(Ochrobactrum sp. ИБ ДТ-5.3/2 и O. intermedium LMG 3301
Т
 соответственно) 

(Kämpfer et al., 2011), отсутствующей у бактерий O. intermedium КАСС 11952
Т
 

(Woo et al., 2011). В целом состав жирных кислот изучаемого микроорганизма 

был более разнообразным, чем у штаммов сравнения. Так, у Ochrobactrum sp. ИБ 

ДТ-5.3/2 были идентифицированы 4 гидроксизамещенных  соединения (3h-С14:0, 

3h-С18:0, 2h-С18:1, 2h-С19:1), а также изомеры гексадеценовой (С16:1) и октадеценовой 

(С18:1) кислот.  Кроме того, у штамма обнаружены 13-докозеновая кислота (С22:1w8) 

(3,1%),  в следовых количествах изо- и антеизо-гептадекановые кислоты (isо-С17:1 

и anteiso-С17:1) (по 0,2% каждой) и одна кислота с двойной связью – 

октадекадиеновая (С18:2) (3,1%).  Вместе с тем, у изучаемого микроорганизма не 

была детектирована другая кислота с двойной связью    − 11-цис-14-цис-

эйкозадиеновая (С20:2w6,9с), представленная у O. intermedium LMG 3301
Т
 (0,9%) 

(Kämpfer et al., 2011) и два короткоцепочечных соединения (С10:0 и С12:1), 

выявленные у O. intermedium КАСС 11952
Т
 (1,1 и 3,8% соответственно) (Woo et 

al., 2011).  

 

8.1.3.2. Белковые профили клеток микроорганизмов консорциума  

Относительно новый метод матрично-активированной лазерной 

десорбционно-ионизационной времяпролетной  (МАЛДИ-ВП) масс-

спектрометрии  позволяет проводить прямой анализ белковой фракции 

бактериальных клеток (в основном состоящей из высококонсервативных и 

видоспецифичных рибосомальных белков)  без разделения и очистки отдельных 

составляющих и получить уникальные масс-спектры, которые потом сравнивают 

с имеющимися в базе данных.  Таким образом можно идентифицировать объекты 

на уровне вида и даже подвида (Присяжная и др., 2012; Демидов и др., 2013; 
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Welker, Moore, 2011; Singhal et al., 2015). Для МАЛДИ-ВП−масс-спектрометрии 

характерно множество преимуществ по сравнению с классическими методами 

микробиологии: однократный посев, широкий выбор сред  и условий 

культивирования, прямой анализ материала, простота пробоподготовки, 

минимальное количество расходных материалов. Результаты, полученные этим 

методом, хорошо коррелируют с данными по определению нуклеотидной 

последовательности гена 16S  рРНК и другими генотипическими признаками  

(Присяжная и др., 2012; Buchan et al., 2014; Starostin et al., 2015) и в ряде случаев 

даже превосходят по своей дискриминационной способности секвенирование гена 

16S рРНК (Mellmann et al., 2008;  Bizzini et al., 2011; Böhme et al., 2013; Angeletti et 

al., 2015). Однако сегодня отсутствуют конкретные критерии определения 

видовой принадлежности на основе анализа масс-спектров, которые были бы 

универсальны для всех  микроорганизмов (Welker, Moore, 2011). В большинстве 

опубликованных работ по идентификации с помощью МАЛДИ-ВП−масс-

спектрометрии рассматриваются клинически значимые виды и штаммы 

(Mellmann et al., 2008;  Desai et al., 2012; Böhme et al., 2013; Burillo et al., 2014; 

Cabrolier et al., 2015; Erler et al., 2015), и поэтому базы данных содержат мало 

сведений о МАЛДИ-масс-спектрах типовых штаммов известных видов. В то же 

время представляет большой интерес использование этого  метода для 

экологических исследований (например, для изучения состава природных 

бактериальных сообществ) или в биотехнологии (поиск хозяйственно значимых 

штаммов-продуцентов или деструкторов токсических веществ). 

Полученные масс-спектры  белковой фракции клеток микроорганизмов 

консорциума  (рис. 8.7 и 8.8) идентифицированы по стандартным настройкам 

программы Biotyper 3.0. В результате исследуемым спектрам были присвоены 

таксономический идентификатор род/вид и численный рейтинг идентификации, 

представленный в виде логарифмической шкалы от 0 до 3 (score). Согласно 

рекомендациям производителя,  положительная идентификация на уровне рода 

возможна при score ≥ 1,7, а на уровне вида −  при score ≥ 2,0; score < 1,7 

обозначает отсутствие идентификации. 
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Рисунок 8.7 − МАЛДИ-масс-спектр клеточных белков штамма Acinetobacter sp.  ИБ ДТ-5.1/1. Цифрами у пиков 

обозначены значения их масс (m/z) 

 

Рисунок 8.8 − МАЛДИ-масс-спектр клеточных белков штамма Ochrobactrum sp. ИБ ДТ-5.3/2. Цифрами у пиков 

обозначены значения их масс (m/z)
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У масс-спектра штамма Ochrobactrum sp. ИБ ДТ-5.3/2  значение score = 

2,156, у штамма Acinetobacter sp.  ИБ ДТ-5.1/1 score = 2,263, что соответствует 

достоверному определению до рода и определению до вида. Таким образом, на 

основании изучения белковых профилей клеток микроорганизмов консорциума,  

штамм Ochrobactrum sp. ИБ ДТ-5.3/2  был относен к виду O.  intermedium (штамм 

LMG 3301
Т
), а штамм Acinetobacter sp.  ИБ ДТ-5.1/1 − к виду A.  calcoaceticus 

(штамм CCM 4503).  

 

Таким образом, согласно требованиям современной систематики прокариот 

изучены  культурально-морфологические и физиолого-биохимические свойства, 

проведен сравнительный анализ нуклеотидной последовательности генов 16S 

рРНК и gyrB, исследованы качественный и количественный состав жирных 

кислот клеточной стенки и белковый профиль клеток микроорганизмов, 

образующих нефтеокисляющий консорциум и определена их видовая 

принадлежность. Консорциум состоит из штаммов   Acinetobacter calcoaceticus   

ИБ ДТ-5.1/1 и Ochrobactrum intermedium ИБ ДТ-5.3/2.  

 

8.2. Описание штамма Pseudomonas sp. ИБ 1.1 

8.2.1. Выделение, культурально-морфологические и физиолого-

биохимические свойства  

Из  образцов почвы с территории нефтедобывающего предприятия 

Красноярского края было выделено 14 изолятов, разлагающих нефть в жидкой 

среде при низкой положительной температуре (4-6
о
С), среди которых 

наибольшую активность проявил штамм  ИБ 1.1.  

Клетки – прямые палочки размером 2,5-3,3×1,0-1,1 мкм, подвижные, имеют 

один полярный жгутик (рис. 8.9). Не образуют спор. Колонии на питательном 

агаре округлые, выпуклые, бежевые, полупрозрачные, диаметром около 2 мм. 

Образуют флуоресцирующий пигмент при выращивании на среде Кинг Б. 

Грамотрицательные, строго аэробные. Метаболизм – окислительный, обладают 

способностью к денитрификации. Каталазо- и оксидазоположительные. Растут в 
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интервале температур от 0 до  34
о
С, с оптимумом при 28

о
С. Диапазон рН – 6-8. 

Индол не образуют. Нитрат-редукция и гидролиз эскулина отсутствуют. 

Усваивают глюкозу, маннозу, маннит, капрат, адипат и малат. Не используют 

мальтозу, глюконат, цитрат и фенилацетат. Ассимилируют  твин 40 и твин 80. Не 

разлагают декстрин, гликоген, L-фукозу, D-галактозу, m-инозитол, α-D-лактозу, 

лактулозу, мальтозу, D-раффинозу, L-рамнозу. Штамм использует в качестве 

источника углерода углеводороды различных классов и их производные, а также 

нефть и продукты ее переработки. На основании изучения культурально-

морфологических и физиолого-биохимических свойств штамм  был 

предварительно отнесен к р. Рseudomonas  и депонирован во Всероссийской 

коллекции микроорганизмов (ВКМ В-2831D) (Приложение № 3)  

 

 

 

Рисунок 8.9 – Клетки штамма Рseudomonas sp. ИБ 1.1 (сканирующая 

зондовая микроскопия) 
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8.2.2. Генотипическая характеристика штамма Pseudomonas sp. ИБ 1.1 

8.2.2.1. Анализ нуклеотидной последовательности гена 16S рРНК 

В результате определения и  сравнительного анализа нуклеотидной 

последовательности гена 16S рРНК   штамма Pseudomonas sp. ИБ 1.1 (1412 п.н., 

номер в GenBank KP306892) наибольший уровень гомологии был обнаружен  со 

штаммами Р. granadensis F-278,770
Т
 (Pascual et al., 2015) (98,7% сходства) и Р. 

punonensis LMT03
Т
 (Ramos et al., 2013) (98,6% сходства). Для  уточнения 

филогенетического положения штамма ИБ 1.1 была построена  дендрограмма 

(рис. 8.10).   
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На дендрограмме показано, что изучаемый микроорганизм не входит в один 

кластер с родственными  штаммами Р. granadensis F-278,770
Т
 и P. punonensis 

LMT03
Т
 и образует отдельную ветвь на древе. Поэтому было выдвинуто 

предположение о том, что штамм Pseudomonas sp. ИБ 1.1  может являться 

представителем нового вида р. Pseudomonas. 

 

8.2.2.2. Анализ нуклеотидных последовательностей  

генов rpoB, rpoD и gyrB 

 Как уже говорилось выше (см. п. 8.1.2.2), наиболее часто применяемыми 

альтернативными филогенетическими маркерами являются гены  gyrB, rpoB, 

rpoD. Ген  rpoB кодирует β-субъединицу бактериальной РНК-полимеразы, а ген 

rpoD – σ-субъединицу этого фермента. С помощью секвенирования и анализа 

гена rpoВ были идентифицированы фенотипически и генетические близкие виды 

р. Lactobacillus (Шевцов и др., 2011), р. Geobacillus (Meintanis et al., 2008; Weng et 

al., 2009), с помощью гена rpoD − бактерии р. Streptococcus  (Вечерковская, 2015), 

актинобактерии р. Frankia (Berneche-D'Amours et al., 2011). 

Поэтому для проверки гипотезы о том, что штамм  Pseudomonas sp. ИБ 1.1 

является представителем нового вида микроорганизмов, были определены и  

проанализированы нуклеотидные последовательности трех генов «домашнего 

хозяйства» −  rpoB (1129 п.н., номер в GenBank LT219439), rpoD (724 п.н., 

LT219438) и  gyrB (1149 п.н., номер в GenBank LT219440). Сходство 

последовательностей генов «домашнего хозяйства» изучаемого штамма и  P. 

granadensis F-278,770
Т
, Рs. punonensis LMT03

Т
, Рs. argentinensis CH01

Т
, Рs. 

reinekei МТ-1
Т
, Рs. vancouverensis DhA-51

Т
, Рs. straminea IAM 1598

Т
, P. moorei 

RW10
Т
 и P. helmanticensis ОНА11

Т
 было около 90%  для rроВ, 77-78% − для rpoD 

и 84-87% − для gyrB. Эти данные свидетельствуют о значительном 

филогенетическом расстоянии между штаммом  Pseudomonas sp. ИБ 1.1 и 

описанными видами р. Pseudomonas.  

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A0%D0%9D%D0%9A-%D0%BF%D0%BE%D0%BB%D0%B8%D0%BC%D0%B5%D1%80%D0%B0%D0%B7%D0%B0
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Филогенетическое дерево, построенное на основании сравнения 

последовательностей генов  rроВ,  rpoD и gyrB (процент гомологии вычисляли  

после попарного сравнения) согласовалось с древом на основе анализа гена 16S 

рРНК, подтверждая принадлежность штамма Pseudomonas sp. ИБ 1.1 к роду 

Pseudomonas (рис. 8.11). Таким образом, результаты анализа последовательностей 

генов rроВ, rpoD и gyrB также позволяют предположить, что штамм ИБ 1.1 

является представителем нового, неописанного ранее  вида р. Pseudomonas.  
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8.2.2.3. ДНК-ДНК-гибридизация 

Метод ДНК-ДНК-гибридизации является важным для оценки генетического 

родства бактерий. Считается, что штаммы относятся к одному виду, если 

величина гибридизации тотальных геномов составляет не менее 70% (Wayne et al., 

1987; Stackebrandt et al., 2002). 

Средние значения ДНК-ДНК-гибридизации штамма Pseudomonas sp. ИБ 1.1 

и 8 штаммов р. Pseudomonas, показавших более 98% гомологии по гену 16S рРНК 

(P. granadensis F-278,770
Т
, P. punonensis LMT03

Т
, P. argentinensis CH01

Т
, P. 

reinekei Mt-1
Т
, P. vancouverensis DhA-51

Т
, P. straminea IAM 1598

Т
, P. moorei 

RW10
Т
 и P. helmanticensis OHA11

Т
) во всех случаях были меньше, чем 30%. 

Поэтому можно утверждать, что штамм Pseudomonas sp. ИБ 1.1 не является 

представителем указанных видов р. Pseudomonas. 

 

8.2.2.4. Содержание ГЦ-пар в молекуле ДНК 

Каждый вид бактерий имеет ДНК с характерным средним содержанием 

гуанин-цитозиновых пар (ГЦ-пар) и эту величину можно рассматривать как один 

из важных признаков вида. 

Содержание ГЦ-пар в молекуле ДНК штамма Pseudomonas sp. ИБ 1.1 

составило 58,5 мол.% и находилось в пределах диапазона, установленного для 

видов р. Pseudomonas (Palleroni, 2005).  

 

8.2.3. Хемотаксономические особенности штамма  

Pseudomonas sp. ИБ 1.1 

8.2.3.1. Анализ жирных кислот 

 Всего у штамма Pseudomonas sp. ИБ 1.1 было  выявлено 16 соединений с 

числом атомов углерода от 10 до 19. Доминирующими жирными кислотами 

являются гексадекановая (С16:0) (22,0%), изомеры гексадеценовой (С16:1w7c/С16:1w6c) 

(34,3%) и октадеценовой  (С18:1w7c/С18:1w6c) (26,4%) кислот, а минорными 

компонентами –  3-гидроксидекановая (3h-С10:0)  (12,4%), додекановая (С12:0) 

(7,6%) и  3-гидроксидодекановая (3h-С12:0) (3,5%) (табл. 8.5). Эти соединения 
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характерны для большинства представителей р. Pseudomonas (табл. 8.5) (Palleroni,  

2005).  Остальные вещества, среди которых  5 изокислот – 3h-iso-С11:0, iso-С13:0, 

iso-С16:0,  iso-С17:0, iso-С19:0,  выявлены в количестве менее 1%. 
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8.2.3.2. Анализ хинонов 

 Хиноны являются важными компонентами электротранспортной цепи 

бактерий, которые служат резервуаром для сбора водорода из различных 

субстратов в дыхательной цепи. Они локализуются в липидной фазе мембраны и 

у грамотрицательных  бактерий представлены убихиноном (кофермент Q) или 

менахиноном (витамин К). Числами от 6 до 10 обозначают количество  

изопреноидных звеньев в убихиноне.  

Доминирующим хиноном в клетках Pseudomonas sp. ИБ 1.1 является 

убихинон Q9, что характерно для бактерий р. Pseudomonas (Palleroni, 2005).  

 

 Таким образом, фенотипические особенности,  содержание ГЦ-пар в 

молекуле ДНК,  хемотаксономические свойства штамма ИБ 1.1 свидетельствуют 

о его принадлежности к р. Pseudomonas. Однако он отличается от других видов 

рода по последовательности нуклеотидов  гена, кодирующего   16S рРНК и трех 

генов «домашнего хозяйства» (rpoD, rроВ и gyrB), а также по  уровню ДНК-ДНК-

гибридизации. Принимая во внимание вышесказанное, штамм Pseudomonas sp. 

ИБ 1.1  был классифицирован как типовой представитель нового вида р. 

Pseudomonas, для которого предложено название  Pseudomonas turukhanskensis.  

 

8.2.4. Описание  вида Pseudomonas turukhanskensis sp. nov. 

 Pseudomonas turukhanskensis sp. nov. (tu.ru.khansk.en'sis. N.L. fem. adj. – 

turukhanskensis) назван по территориальному источнику выделения штамма – 

Туруханскому району Красноярского края. 

Клетки – прямые палочки размером 2,5-3,3×1,0-1,1 мкм, подвижные, имеют 

один полярный жгутик. Не образуют спор. Грамотрицательные, строго аэробные. 

Колонии на питательном агаре округлые, выпуклые, бежевые, полупрозрачные, 

как правило,  диаметром 2 мм. Образуют флуоресцирующий пигмент при 

выращивании на среде Кинг Б. Растут в интервале температур от 0
о
С до  34

о
С, с 

оптимумом при 28
о
С. Диапазон рН – 6-8. Не растут при наличии в среде 5% NaCl. 

Каталазо- и оксидазоположительные. Метаболизм – окислительный, обладают 
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способностью к денитрификации. Не способны к ферментации сахаров в среде с 

пептоном. Не продуцируют аргининдегидролазу, уреазу и -галактозидазу. Индол 

не образуют. Нитрат-редукция и гидролиз эскулина отсутствуют. Усваивают 

глюкозу, маннозу, маннит, капрат, адипат и малат. Не используют N-

ацетилглюкозамин, мальтозу, глюконат, цитрат и фенилацетат. Ассимилируют 

твин 40, твин 80, L-арабинозу, D-фруктозу, α-D-глюкозу, D-маннит, D-маннозу, 

D-сорбит, сахарозу, D-трегалозу, метилпируват, моно-метилсукцинат, ацетат, цис-

аконитат, цитрат, D-галактуронат, D-глюконат, D-глюкозамин, D-глюкуронат,  - 

и γ-гидроксибутират,  α-кетоглутарат, D- и L-лактат, D-сахарат, сукцинат, 

бромсукцинат, L-аланинамид, D- и L-аланин, L-аланилглицин, L-аспарагин, L-

аспартат, L-глутамат, L-гистидин, L-пролин, D- и L-карнитин, γ-аминобутират. Не 

разлагают α-циклодекстрин, декстрин, гликоген, N-ацетил-D-глюкозамин, N-

ацетил-D-галактозамин, адонитол, i-эритритол, L-фукозу, D-галактозу, m-

инозитол, α-D-лактозу, лактулозу, мальтозу, D-мелибиозу, -метил-D-глюкозид, 

D-псикозу,  D-раффинозу, L-рамнозу, туранозу, ксилитол, формиат, α-

гидроксибутират, итаконат, α-кетобутират, α-кетовалерат, малонат, себацинат, 

сукцинат, глюкуронамид, глицил-L-аспартат, L-орнитин, L-фенилаланин, D-

серин, L-треонин, инозин, уридин, тимидин, фенилэтиламин, 2-аминоэтанол, 2, 3-

бутандиол, глицерин и глюкозо-6-фосфат. Слабо утилизируют D-арабитол, D-

целлобиозу, гентиобиозу, D-галактонат лактон, р-гидроксифенилацетат, 

пропионат, гидрокси-L-пролин, L-лейцин, L-пироглутамат, L-серин, D- и L-α-

глицерофосфат  и глюкозо-1-фосфат. Доминирующим хиноном является 

убихинон Q9, основными жирными кислотами − С16:0 и изомеры С18:1 и  С16:1. 

Содержание ГЦ-пар в ДНК составляет 58,5 мол.%.  

Типовой штамм ИБ 1.1
Т
 выделен из нефтезагрязненной почвы с территории 

нефтедобывающего предприятия в Туруханском районе Красноярского края  и 

депонирован во Всероссийской коллекции микроорганизмов (VKM B-2935
Т
) и 

Испанской коллекции типовых культур (СЕСТ 9091
Т
) (Приложение № 4, 5). 

Описание нового вида микроорганизмов Pseudomonas turukhanskensis валидно 

опубликовано (Приложение № 6). 
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8.3. Описание штамма Pseudomonas sp. ИБ-4 

8.3.1. Выделение, культурально-морфологические и 

 физиолого-биохимические свойства  

Из  образцов пахотных почв Республики Башкортостан  выделено 8 

изолятов, способных к подавлению роста микроскопических грибов, среди 

которых только  два одновременно обладали  антагонистической активностью по 

отношению к Bipolaris sorokiniana, Alternaria alternatа и представителям р. 

Fusarium. Один из таких штаммов по совокупности культурально-

морфологических и физиолого-биохимических свойств был предварительно 

идентифицирован как Pseudomonas sp. ИБ-4 и депонирован во Всероссийской 

коллекции микроорганизмов (B-2830D) (Приложение № 7). 

Клетки – мелкие палочки 0,6-1,2 мкм, с закругленными концами, 

подвижные (рис.  8.12).  

 

  Рисунок 8.12 – Клетки штамма Рseudomonas sp. ИБ-4 (сканирующая 

зондовая микроскопия) 

 

Грамотрицательные, аэробные, неспорообразующие бактерии. Колонии на 

питательном агаре слизистые с блестящей поверхностью, прозрачные, слегка 

тянущиеся за петлей, круглые, выпуклые с ровными краями диаметром до 5 мм. 
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На картофельно-глюкозном агаре колонии плоские с неровными краями, 

непрозрачные, цвета слоновой кости,  маслянистой и мягкой консистенции. 

Оптимальная температура роста 28
о
С. Образуют флуоресцирующий пигмент на 

среде Кинг Б. Метаболизм – дыхательный, способны к денитрификации. 

Каталазо- и оксидазоположительные. Гидролизуют казеин, не гидролизуют 

желатину и лецитин. Растут на среде с твин 80. Используют  в качестве источника 

углерода D-глюкозу, D-сахарозу, маннит, фруктозу, глицерин, мальтозу, 

декстрин, D-ксилозу, D-маннозу, D-галактозу, лактозу, D-рамнозу, мезо-инозитол, 

капронат, капилат, манитол, малонат, L-инозит, цистеин, этанол, леван, крахмал, 

α-кетоглуторат, изомасляную, малеиновую, сульфаниловую, пропионовую, 

лимонную и α-аминобензойную кислоты. Не утилизируют в качестве субстрата 

арабинозу, сорбит, пировиноградную, янтарную, щавелевую и муравьиную 

кислоты.  

 

8.3.2. Генотипическая характеристика штамма Pseudomonas sp. ИБ-4 

8.3.2.1. Анализ нуклеотидной последовательности  гена 16S рРНК 

 В результате  сравнительного анализа нуклеотидной последовательности 

гена 16S рРНК штамма Pseudomonas sp. ИБ-4 (1381 п.н., номер в  GenBank 

КР306893) с последовательностями близкородственных видов наибольший 

уровень гомологии обнаружен со штаммом вида P. koreensis Ps 9-14
Т
 (99,71% 

сходства). На филогенетическом древе на видно, что изучаемый штамм входит в 

один кластер со штаммом P. koreensis Ps 9-14
Т
 (рис. 8.13). 
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8.3.2.2. Анализ нуклеотидной последовательности  гена gyrB 

  У штамма Pseudomonas sp. ИБ-4 была определена, и проанализирована 

нуклеотидная последовательность гена gyrB   (760 п.н., номер в GenBank 

MH074863).  Выявлена невысокая степень гомологии  с аналогичными 

последовательностями нетиповых штаммов вида P. fluorescens (97% сходства со 

штаммом 48D1 и  36F3).  Филогенетическое древо, построенное на основании 

сравнительного анализа нуклеотидных последовательностей гена gyrB видов р. 

Pseudomonas, демонстрирует, что изучаемый штамм образует один кластер со 

штаммом P. fluorescens Pf 0-1 (рис. 8.14). Т.о. с помощью указанного маркера 

принадлежность штамма ИБ-4 к виду P. koreensis не подтверждена. 
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8.3.2.3. ДНК-ДНК-гибридизация 

 Уровень сходства тотальных геномов штаммов Pseudomonas sp. ИБ-4 и P. 

koreensis Ps 9-14
Т
 (штамм из Корейской коллекции сельскохозяйственных культур 

(KACC 10848) любезно предоставлен профессором Kwon S.W.) составил 71%, что 

свидетельствует о видовом сходстве этих микроорганизмов (Wayne et al., 1987; 

Stackebrandt et al., 2002). 

 

8.3.2.4. Содержание ГЦ-пар 

Содержание ГЦ-пар  в ДНК штамма Pseudomonas sp. ИБ-4 составило 61,5 

мол.%, у штамма P. koreensis Ps 9-14
Т
 – 60,7 мол.% (Kwon et al., 2003). Такие 

близкие значения свидетельствуют о вероятной принадлежности сравниваемых 

штаммов к одному виду.  

 

8.3.3. Хемотаксономические особенности штамма Pseudomonas sp. ИБ-4 

8.3.3.1. Анализ жирных кислот 

Был исследован качественный и количественный состав жирных кислот 

клеточной стенки штаммов Pseudomonas sp. ИБ-4 и P. koreensis Ps 9-14
Т
, 

выбранного в качестве объекта сравнения из-за высокой гомологии нуклеотидной 

последовательности гена 16S рРНК (табл. 8.6).  Всего у штамма Pseudomonas sp. 

ИБ-4  выявлено 15 соединений с числом атомов углерода от 10 до 19. Основными 

жирными кислотами являются гексадекановая (С16:0)   (32,4%), цикло-

гептадекановая (С17:0 cyclo) (29,92%) (это вещество не относится к числу 

доминирующих у представителей р. Pseudomonas), цис-11-октадеценовая (С18:1w7с)  

(11,23%) и гексадеценовая (С16:1) (8,27%). У штамма P. koreensis Ps 9-14
Т
 эти 

соединения  представлены в количестве 24,7, 16,73, 18,88 и 23,06% 

соответственно. Особенностью изучаемого микроорганизма является более 

высокое содержание циклических насыщенных кислот (цикло-гептадекановой и 

цикло-нанодекановой) и меньшее количество гексадеценовой кислоты, чем у 

других представителей р. Pseudomonas. В целом, в жирнокислотном профиле у 

обоих сравниваемых штаммов выявлены отличия в составе и содержании 
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основных доминирующих соединений, зато обнаружено сходство в качестве и  

количестве  компонентов с содержанием менее 5%.  

 

 

 

8.3.3.2. Анализ хинонов 

 Доминирующим  хиноном штамма Pseudomonas sp. ИБ-4 является 

убихинон Q9, что согласуется с результатами исследований других 

представителей  р. Pseudomonas (Palleroni, 2005). 

 

8.3.3.3. Профиль клеточных белков 

 В результате проведения МАЛДИ-ВП−масс-спектрометрии клеточных 

белков штамма Pseudomonas sp. ИБ-4 получен МАЛДИ-масс-спектр, 

насчитывающий до 40 пиков (рис. 8.15). После идентификации по стандартным 

настройкам программы «Biotyper 3.0»,  ему был присвоен таксономический 

идентификатор род/вид и численный рейтинг идентификации, представленный в 
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виде логарифмической шкалы от 0 до 3 (score). Согласно рекомендациям 

производителя,  положительная идентификация на уровне рода возможна при 

score ≥ 1,7, а на уровне вида − при score ≥ 2,0; score < 1,7 обозначает отсутствие 

идентификации. Установлено сходство МАЛДИ-масс-спектра штамма 

Pseudomonas sp. ИБ-4 с таковыми у  микроорганизмов P. koreensis Ps 9-14
Т
 

(score=1,861), P. umsongensis LMG 21317
Т
 (score=1,736), P.  jessenii CIP 105274

Т 

(score=1,727). Полученные значения score находились в пределах 1,727-1,861, что 

соответствует достоверному определению принадлежности штамма ИБ-4 к р. 

Pseudomonas.  

 

Таким образом, на основании культурально-морфологических и физиолого-

биохимических свойств, сравнительного анализа последовательности гена  16S 

рРНК, процентного содержания ГЦ-пар в молекуле ДНК и ДНК-ДНК-

гибридизации, штамм Pseudomonas sp. ИБ-4 был отнесен к виду P. koreensis.  
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Рисунок 8.15 – МАЛДИ-масс-спектр клеточных белков штамма Pseudomonas sp. ИБ-4. Цифрами у пиков 

обозначены значения их масс (m/z)
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8.4. Профиль жирных кислот штамма Paenibacillus ehimensis IB 739 

Штамм Bacillus sp. 739 был выделен из пахотной почвы Республики 

Башкортостан и обладает выраженной ЦГТ-азной активностью (Усанов и др., 

1990). В дальнейшем, по совокупности фенотипических и биохимических 

признаков, а также на основании определения и сравнительного анализа  

нуклеотидной последовательности гена, кодирующего 16S рРНК, указанный 

микроорганизм был отнесен к виду Paenibacillus ehimensis (Kuroshima et al., 1996; 

Lee et al., 2004; Федорова и др., 2012). Штамм продуцирует различные 

биологически активные вещества, такие как циклодестринглюканотрансферазы 

(Усанов и др., 1990; Федорова и др., 2011), хитиназу (Мелентьев, Актуганов, 

1999), хитозаназу (Актуганов и др., 2003), внеклеточную гидролазу (Актуганов и 

др., 2007), экзополисахарид альгинатного типа (Худайгулов и др., 2011),  

фитогормоны (Архипова  и др., 2006; Мелентьев, 2007; Arkhipova et al., 2007) и 

обладает антигрибной активностью (Мелентьев и др., 1994).  Но таксономическое 

описание такого важного с практической точки зрения микроорганизма является 

неполным без сведений о составе жирных кислот клеточной стенки. В ходе 

настоящего исследования этот пробел был  восполнен. 

Всего у штамма P. ehimensis IB 739 идентифицировано 19 соединений с 

длиной цепи от 14 до 20 атомов углерода (табл. 8.7). Доминирующей являлась 

антеизо-пентадекановая (anteiso-С15:0) (что характерно для всего рода 

Paenibacillus) (Lee et al., 2004), составляющая 46,5% от суммы всех жирных 

кислот. Следующими по содержанию были   антеизо-гептадекановая (anteiso-

С17:0) – 20,5% и гексадекановая кислота (С16:0) – 9,0%. У типового штамма вида P. 

ehimensis КСТС 3748
Т
 также превалировала  антеизо-пентадекановая кислота 

(52,9%), но количество гексадекановой кислоты и  антеизо-гептадекановой было 

близко (7,1% и 8,0% соответственно) (Lee et al., 2004). Насыщенные кислоты, 

такие как, тетрадекановая (С14:0) (0,9%), пентадекановая (С15:0) (0,5%) 

гептадекановая (С17:0) (0,1%), октадекановая (С18:0) (2,3%) и эйкозановая (С20:0) 

(0,1%)  выявлены только у штамма P. ehimensis IB 739. 
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Соединения с разветвленной углеродной цепью (iso-С15:0, iso-С16:0 и iso-С17:0) 

присутствуют в спектре жирных кислот как у изучаемого (6,8%, 2,4% и 5,2% 

соответственно), так и у типового штамма P. ehimensis КСТС 3748
Т
 (8,1%, 8,6% и 

3,3% соответственно) (Lee et al., 2004). Также нами идентифицированы и 

минорные компоненты  – это изомеры октадеценовой кислоты (С18:1) с разным 

положением двойной связи, содержание которых практически одинаково: 

(С18:1w9с) – 1,7% и (С18:1w7с) – 1,6% и  октадекадиеновая кислота (С18:2) (0,9%). Еще 

одной характерной особенностью P. ehimensis IB 739 является наличие в 

жирнокислотном составе спиртов – (С16alc) (0,6%) и (С18alc) (0,3%). 
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*** 

Таким образом, исходя из требований современной систематики прокариот 

изучены культурально-морфологические и физиолого-биохимические свойства, 

проведены молекулярно-генетические исследования (определение и 

сравнительный анализ нуклеотидных последовательностей гена, кодирующего 

16S рРНК и белок-кодирующих генов «домашнего хозяйства» (gyrB, rpoB, rpoD), 

выявление содержания ГЦ-пар в молекуле ДНК и уровня сходства тотальных 

геномов), исследованы филогенетическое положение и  хемотаксономические 

особенности (состав жирных кислот клеточной стенки, белковый профиль и 

доминирующие хиноны клеток) и определена видовая принадлежность 

следующих микроорганизмов: Acinetobacter calcoaceticus   ИБ ДТ-5.1/1 и 

Ochrobactrum intermedium ИБ ДТ-5.3/2, образующих нефтеокисляющий 

консорциум, выделенный из почвы, загрязненной дизельным топливом; 

психротолерантного штамма-нефтедеструктора Pseudomonas turukhanskensis ИБ 

1.1
Т
, выделенного из нефтезагрязненной почвы Туруханского района 

Красноярского края, который является типовым представителем нового, 

таксономически узаконенного вида микроорганизмов Pseudomonas 

turukhanskensis; штамма Pseudomonas koreensis ИБ-4, выделенного из пахотных 

почв и обладающего антигрибной активностью. Изучен состав жирных кислот 

клеточной стенки и тем самым дополнено таксономическое описание штамма 

Paenibacillus ehimensis IB 739 из  коллекции микроорганизмов УИБ УФИЦ РАН, 

обладающего способностью к синтезу различных биологически активных 

веществ, в т.ч. фитогормонов. 
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ГЛАВА 9. СВОЙСТВА МИКРООРГАНИЗМОВ, ОБРАЗУЮЩИХ 

КОНСОРЦИУМ, А ТАКЖЕ  ШТАММОВ  P. TURUKHANSKENSIS ИБ 1.1
Т
  

И P. KOREENSIS ИБ-4 

9.1. Окислительная активность консорциума, входящих в его состав 

микроорганизмов и штамма  P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 

При попадании на поверхность почвы нефть может частично  испаряться, 

разлагаться под действием ультрафиолета, удаляться поверхностными водами, 

аккумулироваться в растениях и других организмах и пр. Однако главным 

процессом разрушения нефтяных углеводородов является их биохимическое 

окисление при участии микроорганизмов, которое связано с наличием у них 

ферментной системы  оксидаз смешанных функций (оксигеназ). Углеводороды 

нефти – это полностью восстановленные соединения, и первым этапом 

разложения является включение кислорода в их молекулу.  Т.к. для начала  этого 

процесса требуется наличие атмосферного кислорода в качестве акцептора 

электронов, то  окисление углеводородов производится в основном аэробными 

микроорганизмами.  Ферменты оксигеназы осуществляют введение одного атома 

кислорода из его молекулярной формы в концевую метильную группу 

углеводорода, заменяя связи с малой энергией разрыва (С-С, С-Н) связями с 

большей энергией разрыва (С-О, Н-О) (Сваровская и др., 2007). В углеводородной 

смеси в первую очередь трансформируются молекулы, имеющие наименьшую 

энергию разрыва связей. Процесс происходит через серию каталитических 

реакций с образованием промежуточных продуктов метаболизма – спиртов, 

альдегидов, кетонов, жирных и карбоновых кислот, которые в конечном итоге 

окисляются до углекислого газа и воды. При этом для каждого  микроорганизма 

характерен особый набор ферментов и свой путь окисления углеводородов. 

Наличие способности к разложению углеводородов до конечных продуктов 

является очень важным с точки зрения экологической биотехнологии – благодаря 

этой особенности создаются предпосылки для использования таких 

микроорганизмов при разработке биопрепаратов для очистки окружающей среды 

от нефтяного загрязнения. 



 

 

186 

Окислительная активность консорциума и входящих в его состав 

микроорганизмов оказалась значительной в отношении большинства 

использованных субстратов (табл. 9.1).  

 

 

Способность к окислению углеводородов и их производных у штамма A. 

calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1 выше, чем у O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2, за 

исключением циклических соединений и, скорее всего, является определяющей 

величиной для консорциума в целом. Вероятно, оксигеназная система штамма A. 

А. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1  более специфична для линейных углеводородов, чем 

для ароматических – его окислительная активность в отношении алканов 
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составляет 104-161 мг CO2/г субстрата. Величина изучаемого показателя в 

отношении всех используемых соединений у индивидуальных штаммов ниже, 

чем у  образуемого ими консорциума. Эти данные подтверждают мнение о том, 

что биопрепараты, состоящие из нескольких штаммов, в отличие от монокультур 

более полно утилизируют нефть и нефтепродукты (Делеган и др., 2016а, 2017; 

Mikesková et al., 2012). 

Величина окислительной активности штамма P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т 

 

оказалась достаточно высокой вне зависимости от используемого субстрата и 

температуры культивирования (исключение – фенол), хотя при 26
о
С этот 

показатель был ниже, чем при 8
о
С (табл.  9.2).  
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У изучаемого штамма обнаружена высокая способность к разложению 

парафиновых углеводородов (130-148 мг СО2/г субстрата при пониженной 

температуре и 88-127 мг СО2/г субстрата при комнатной температуре) и 

алкилированных ароматических соединений, несмотря на их токсичность для 

микроорганизмов  (одинаковые значения 137 мг СО2/г субстрата при 8
о
С и 95 и 85 

мг СО2/г субстрата при 26
о
С  для метилбензола и 1,2-диметилбензола 

соответственно). Но наиболее полно идет биохимическое окисление нефти (169 

мг СО2/г субстрата при 8
о
С и 155 мг СО2/г субстрата при 26

о
С) и дизельного 

топлива (162 мг СО2/г субстрата при 8
о
С и 116 мг СО2/г субстрата при 26

о
С), 

содержащих в своем составе сложные смеси углеводородов различных классов.     

У штамма P. koreensis ИБ-4 способности к окислению углеводородных 

соединений, используемых в данном исследовании,  обнаружено не было. 

 

Т.к. почти все процессы аэробного метаболизма углеводородов включают в 

себя окисление субстрата при помощи ферментов оксигеназ, то можно 

предположить, что способность штаммов A. calcoaceticus   ИБ ДТ-5.1/1, O. 

intermedium ИБ ДТ-5.3/2 и  P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 к окислению углеводородов 

до СО2 и Н2О связана с высокой активностью оксигеназного ферментного 

комплекса. Это очень важное в практическом плане свойство, благодаря которому 

изучаемые бактерии могут применяться в биотехнологии в качестве основы 

биопрепаратов для очистки окружающей среды от нефти и нефтепродуктов.        

        

9.2. Нитрогеназная активность штаммов O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2,  

P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 и P. koreensis ИБ-4 

В процессе загрязнения нефтью в почву попадает большое количество 

углерода, которое вызывает резкое  изменение соотношения C:N и  приводит 

снижению обеспеченности нефтеокисляющих микроорганизмов таким важным 

микроэлементом как азот. Возникший дефицит чаще всего  устраняют путем 

внесения больших объемов минеральных азотных удобрений, что является 
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экономически невыгодным, а, зачастую, и бесполезным т.к. не учитывается 

неодинаковое влияние различных форм удобрений и их количества на 

интенсивность азотфиксации (Терещенко и др., 2004).  К тому же, высокие дозы 

минеральных удобрений могут приводить к солевой фитотоксичности и 

микробному токсикозу почв (Шаронова, 2009; Chaineau et al., 2003, 2005). 

Вместе с тем, в  природных экосистемах баланс биогенных элементов 

сохраняется за счет деятельности азотфиксирующимих микроорганизмов, 

которые  обеспечивают до 90% содержания азота в почве (Емцев, Мишустин, 

2006). Интенсивность поступления в почву атмосферного азота, осуществляемого 

диазотрофными микроорганизмами, напрямую влияет на активность  

углеводородокисляющих бактерий (Терещенко и др., 2004). Поэтому внесение в 

загрязненную нефтью и нефтепродуктами почву полифункциональных 

биопрепаратов, способных не только к деградации ксенобиотиков, но и к 

восстановлению плодородия почвы за счет обогащения ее азотом, является 

эффективным биотехнологическим приемом.  

Известен целый ряд бактерий, усваивающих углеводороды, которые 

обладают способностью связывать молекулярный азот атмосферы. Так, 

существует много данных о способности представителей р. Pseudomonas к 

разложению нефтяных загрязнений; созданы биопрепараты-нефтедестукторы на 

основе этих микроорганизмов (Филонов и др., 2010а; Рогозина и др., 2013а, 

2013б). Азотфиксирующие свойства выявлены у штаммов P. saccharophila, P. 

dеlafieldii, P. aurantiaca и др. (Лысак, 2007). Также имеются сведения,  что  в 

холодных климатических зонах в ризосфере растений азотфиксирующие бактерии 

р. Pseudomonas доминируют над представителями других таксономических групп 

диазотрофов (Боронин, 1998; Моргун и др., 2009;  Hoover,  Pikuta, 2010).  

Показано, что свободноживущие азотфиксаторы  р. Ochrobactrum способны 

к разложению различных углеводородов и нефти (Eraky et al., 2015; Abou-Shanab 

et al., 2016; Obi et al., 2016),  к нодуляции корней растений (Trujillo et al., 2005; 

http://www.amazon.com/s/ref=dp_byline_sr_book_1?ie=UTF8&text=Richard+P.+Hoover&search-alias=books&field-author=Richard+P.+Hoover&sort=relevancerank
http://www.amazon.com/s/ref=dp_byline_sr_book_2?ie=UTF8&text=Elena+V.+Pikuta&search-alias=books&field-author=Elena+V.+Pikuta&sort=relevancerank
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Zurdo-Piñeiro et al., 2007; Imran et al., 2010)  и обладают денитрифицирующей 

активностью (Song et al., 2000).  

Принимая во внимание вышесказанное, была изучена способность к 

азотфиксации у микроорганизмов, образующих консорциум, а также у  штаммов 

P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 и P. кoreensis ИБ-4 при культивировании в условиях 

комнатной и низкой положительной температуры (26
о
С и 8

о
С), при 

использовании различных источников углерода, таких как маннит (контроль), 

декан, метилбензол и 2-метилнафталин, а также степень биодеградации этих 

соединений и динамика численности микроорганизмов в ходе эксперимента. 

Результаты исследования способности штамма O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 

к диазотрофиии, изменению численности микроорганизмов и деструкции 

углеводородов в ходе этого процесса представлены в таблице 9.3.  

 

Таблица  9.3 – Численность микроорганизмов штамма O. intermedium ИБ 

ДТ-5.3/2, его нитрогеназная активность и степень биодеградации углеводородов в 

процессе азотфиксации 

 

Источник  

углерода 

 

Титр, КОЕ/мл 

Нитрогеназная 

активность, мкг N2/мл/ч 

 

Биодеградация 

углеводородов, % 

8
о
С 26

о
С 8

о
С 26

о
С 8

о
С 26

о
С 

Маннит (2,9±0,2)·10
6
 (1,8±0,1)·10

7
 0,14±0,01 0,19±0,01 − − 

Декан (6,7±0,2)·10
6
 (8,3±0,4)·10

6
 0,31±0,02 0,06±0,005 53,7±1,5 88,6±3,5 

Метилбензол (9,6±0,4)·10
6
 (3,0±0,2)·10

6
 0,44±0,03 0,19±0,01 56,3±1,8 95,4±5,2 

2-метилнафталин (3,0±0,1)·10
6
 (4,7±0,3)·10

6
 0,24±0,01 0,02±0,001 18,5±1,1 25,0±1,8 

  Примечание: начальный титр бактериальной суспензии при 8
о
С – 3,3·10

5 
КОЕ/мл, при 

26
о
С – 2,8·10

5 
КОЕ/мл.  

 

При выращивании на среде с маннитом, нитрогеназная активность штамма 

была практически одинаковой как при комнатной (0,19 мкг N2/мл/ч), так и  при 

низкой положительной температуре (0,14 мкг N2/мл/ч). При использовании 

метилбензола способность к фиксации азота при 26
о
С  осталась такой же, как  в 

случае с маннитом (0,19 мкг N2/мл/ч), а при 8
о
С  –  увеличилась до 0,44 мкг 

N2/мл/ч. На среде с деканом и 2-метилнафталином при комнатной температуре 
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бактерии O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 проявляют очень низкую азотфиксирующую 

активность (0,06 и 0,02 мкг N2/мл/ч соответственно). При понижении 

температуры до 8
о
С этот показатель резко возрастает в 12 раз при применении 2-

метилнафталина как источника углерода и энергии (с 0,02 до 0,24 мкг N2/мл/ч) и 

увеличивается в 5 раз при культивировании на среде с деканом. 

Происходящая в ходе азотфиксации деградация бактериями 

углеводородного субстрата, наоборот,  увеличивалась с ростом температуры. 

Высокие показатели биодеструкции при 26
о
С были достигнуты для метилбензола 

(95,4%) и декана (88,6%) (табл. 9.3).  

Во время опыта количество микроорганизмов O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 

увеличивалось на один порядок,  и при 8
о
С, и при 26

о
С, за исключением варианта, 

когда бактерии культивировали на среде с маннитом при  комнатной температуре. 

В этом случае численность возрастала с 2,8∙10
5
 до 1,8∙10

7 
КОЕ/мл. (табл. 9.3).  

Численность и нитрогеназная активность микроорганизмов P. 

turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 при различных  температурах и источниках углерода, а 

также степень биодеградации этих веществ ходе эксперимента представлена в 

таблице   9.4.  

 

Таблица 9.4 – Численность микроорганизмов штамма P. turukhanskensis ИБ 

1.1
Т
, его нитрогеназная активность и степень биодеградации углеводородов в 

процессе азотфиксации 

 

Источник 

углерода 

Титр, КОЕ/мл 
Нитрогеназная 

активность, мкг N2/мл/ч 

 

Биодеградация 

углеводородов, % 

8
о
С 26

о
С 8

о
С 26

о
С 8

о
С 26

о
С 

Маннит (7,2±0,2)·10
6
 

±0,2)· 10
6
 

(6,0±0,2)·10
6
 0,17±0,01 0,08±0,005 − − 

Декан (2,4±0,1)·10
6
 (1,6±0,1)·10

6
 0,09±0,006 0,03±0,001 71,2±4,3 56,3±3,3 

Метилбензол (1,4±0,1)·10
6
 (4,3±0,3)·10

6
 0,26±0,02 0,12±0,01 67,3±4,1 52,0±4,6 

2-метилнафталин (9,7±0,4)·10
6
 (7,7±0,3)·10

6
 0,35±0,02 0,25±0,02 43,0±2,5 22,0±1,3 

Примечание: начальный титр бактериальной суспензии при 8
о
С – 1,4·10

5 
КОЕ/мл, при 

26
о
С – 7,7·10

5 
КОЕ/мл. 
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Рост численности микроорганизмов в ходе опыта составил один порядок,  

как при комнатной, так и при низкой положительной температуре. При 

выращивании на среде с маннитом, нитрогеназная активность штамма при 26
о
С 

(0,08 мкг N2/мл/ч) была в два раза ниже по сравнению с таковой при 8
о
С (0,17 мкг 

N2/мл/ч). Аналогичная картина наблюдалась для данного показателя и при 

потреблении в качестве субстрата метилбензола – 0,12 N2/мл/ч при 26
о
С  и  0,26 

N2/мл/ч при 8
о
С. Наиболее низкая способность к азотфиксации при комнатной 

температуре обнаружена при применении декана как источника углерода и 

энергии (0,03 мкг N2/мл/ч), а самая высокая  –  2-метилнафталина (0,25 мкг 

N2/мл/ч). Также на среде с этим углеводородом бактерии P. turukhanskensis ИБ 

1.1
Т
 проявляют самую высокую способность  к диазотрофии и при низкой 

положительной температуре (0,35 мкг N2/мл/ч). Таким образом, нитрогеназная 

активность изучаемого штамма с понижением температуры возрастает.  

Происходящая в процессе азотфиксации деградация углеводородного 

субстрата также увеличивалась с понижением температуры (табл. 9.4). Наиболее 

значительные показатели биодеструкции были достигнуты для декана – 71,2% 

при 8
о
С и 56,3% – при 26

о
С. 

В целом, можно отметить, что при использовании в качестве субстратов 

углеводородов, нитрогеназная активность штаммов O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 и 

P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 с понижением температуры возрастает что, возможно, 

свидетельствует о наличии у них альтернативной ванадий-содержащей 

нитрогеназы, способствующей  эффективной фиксации азота в условиях низкой 

положительной температуры (Igarashi, Seefeldt, 2003; Bellenger et al., 2008). В ходе 

эксперимента численность микроорганизмов O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 и P. 

turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 возрастала на один порядок и при 8

о
С, и при 26

о
С. В 

процессе азотфиксации происходила биодеградация углеводородов, причем у 

штамма O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 она была эффективнее при комнатной, а у 

штамма P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 – при низкой положительной температуре, еще 

раз подтверждая психротолерантные свойства этого микроорганизма.  
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В связи с тем, что у штамма P. koreensis ИБ-4 не было обнаружено 

способности к окислению углеводородов, то при исследовании нитрогеназной 

активности в качестве источника углерода и энергии использовали только маннит. 

Установлено, что штамм P. koreensis ИБ-4 обладал значительной нитрогеназной 

активностью при комнатной температуре − (0,65±0,02) мкг N2/мл/ч, сопоставимой  

с таковой у известных азотфиксаторов из коллекции ВКМ –  Azotobacter vinelandii 

В-1617 и A. chroococcum В-1616 ((0,64±0,03) и (0,66±0,02) мкг N2/мл/ч 

соответственно). Азотфиксирующей активности при низкой положительной 

температуре у  штамма P. koreensis ИБ-4 не выявлено. 

У штамма A. calcoaceticus   ИБ ДТ-5.1/1 способности к азотфиксации 

обнаружено не было. 

 

9.3. Потенциальная нитрогеназная активность почвы, инокулированной 

штаммом O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 и  P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 

Потенциальная нитрогеназная активность почвенных проб с внесенными 

бактериями O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 как при 8
о
С, так и при 26

о
С была 

значительно выше, чем у контрольных образцов, содержащих только эндогенные 

микроорганизмы (табл. 9.5).  Причем, при низкой положительной температуре 

при использовании в качестве субстрата маннита, азотфиксирующая способность 

инокулированной почвы возрастала незначительно (в 1,12 раза), а при 

применении углеводородов различной химической природы азотфиксация 

увеличивалась в 1,87-2,47 раза (метилбензол и 2-метилнафталин, соответственно). 

При 26
о
С  самое высокое значение потенциальной нитрогеназной активности в 

контроле  было у образцов с 2-метилнафталином (1646 мг N2/кг/ч), которое при 

инокулировании почвы O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 возросло в 1,35 раза (2222 мг 

N2/кг/ч). При комнатной температуре наивысший показатель потенциальной 

нитрогеназной активности наблюдался у почвы, загрязненной метилбензолом  –

2523 мг N2/кг/ч (в контроле – 1173 мг N2/кг/ч, увеличение в 2,15 раза).  
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Таблица 9.5 – Потенциальная нитрогеназная активность почвенных 

образцов с эндогенной микробиотой и инокулированных бактериями O. 

intermedium ИБ ДТ-5.3/2   

 

 

Источник 

углерода 

 

 

Потенциальная нитрогеназная активность почвы, мг N2/кг/ч 

 
8

о
С 26

о
С 

До 

инокуляции 

После    

инокуляциии 
До инокуляции 

После       

инокуляции 

Маннит 1165±95 1303±101 990±76 2040±140 

Декан 1016±75 2075±156 959±77 1852±115 

Метилбензол 1074±84 2011±150 1173±84 2523±159 

2-метилнафталин 950±68 2349±168 1646±126 2222±146 

В случае с маннитом и деканом потенциальная нитрогеназная активность 

была схожей как у почвы с аборигенной микробиотой (990 и 959 N2/кг/ч, 

соответственно), так и у проб с внесенными бактериями (2040 и 1852 N2/кг/ч, 

соответственно).  

При низкой положительной температуре при применении в качестве 

субстратов углеводородов различной химической природы азотфиксирующая 

способность почвы, инокулированной бактериями P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
, по 

сравнению с неинокулированной увеличивалась в 1,73 (метилбензол), 1,83 (декан) 

и  2,16 раза (2-метилнафталин) (табл. 9.6). При использовании  маннита в тех же 

условиях этот показатель возрастал незначительно (в 1,19 раза).  При комнатной 

температуре наивысшее значение потенциальной нитрогеназной активности 

наблюдалось у почвы, загрязненной 2-метилнафталином – в контроле оно 

составило 1646 мг N2/кг/ч, а после обработки бактериями увеличилось в 1,36 раза 

(2235 мг N2/кг/ч). Но наиболее полно при 26
о
С происходит возрастание 

потенциальной способности к фиксации азота у почвы с метилбензолом  после 

внесения в нее штамма P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
  (в 1,65 раза). Потенциальная 

нитрогеназная активность при 26
о
С у почвы с маннитом и деканом была схожей  

и при наличии только аборигенной микробиоты (990 и 959 N2/кг/ч 

соответственно), и в случае инокулирования бактериями (1425 и 1340 N2/кг/ч 

соответственно). 
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Таблица 9.6 – Потенциальная нитрогеназная активность почвенных 

образцов с эндогенной микробиотой и инокулированных бактериями  P. 

turukhanskensis ИБ 1.1
Т
  

 

 

Источник 

углерода 

 

 

Потенциальная нитрогеназная активность почвы, мг N2/кг/ч 

 
8

о
С 26

о
С 

До 

инокуляции 

После    

инокуляциии 
До инокуляции 

После       

инокуляции 

Маннит 1165±95 1384±99 990±76 1425±102 

Декан 1016±75 1858±123 959±77 1340±103 

Метилбензол 1074±84 1858±123 1173±84 1936±148 

2-метилнафталин 950±68 2049±148 1646±126 2235±178 

 

Таким образом, штаммы бактерий O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 и P. 

turukhanskensis ИБ 1.1
Т
  имеют значительный биотехнологический потенциал.  

Они окисляют углеводороды, нефть и продукты ее переработки  до конечных 

веществ  – углекислого газа и воды, способны к диазотрофии, а также  повышают 

потенциальную нитрогеназную активность почвы, способствуя увеличению в ней 

содержания азота. Эти бактерии   можно использовать  для разработки 

полифункциональных микробных препаратов, очищающих  почву от нефтяного 

загрязнения и способствующих ее восстановлению за счет фиксации 

атмосферного азота. Штамм  P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т  

обладает указанными 

свойствами и при низкой положительной температуре.   Помимо прочего, его 

применение будет способствовать удлинению биорекультивационного периода, 

что особенно важно в районах с умеренным и холодным климатом и коротким 

вегетационным сезоном.   

 

9.4. Способность штамма P. koreensis ИБ-4 к продукции фитогормонов 

  Ранее показано, что некоторые представители р. Pseudomonas способны 

продуцировать цитокининоподобные вещества, гиббереллины и гетероауксины, 

стимулирующие рост и развитие растений (Pattern, Glick, 2002). Нами 

установлено, что  штамм P. koreensis ИБ-4 вырабатывает такие фитогормоны,  как 
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ИУК и цитокининоподобные вещества на уровне (40±2) и (119±6) нг/мл 

культуральной жидкости соответственно. ИУК стимулирует рост корней растений 

и  кущение, а цитокинины способствуют росту побегов, замедляют старение 

листьев и ингибируют развитие корней. 

 

9.5. Поверхностно-активные свойства штамма A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1 

Важнейшим механизмом, благодаря которому микроорганизмы разлагают 

слаборастворимые или нерастворимы в воде нефтяные углеводороды,  является 

образование ими поверхностно-активных веществ (биоПАВ или 

биосурфактантов). Эти соединения снижают натяжение поверхности у границы 

раздела фаз, как в водных растворах, так и смесях углеводородов. Они 

способствуют солюбилизации углеводородов, образованию мелкодисперсной 

эмульсии, в результате чего увеличивается поверхность контакта микробных 

клеток с гидрофобным субстратом и облегчается его поступление внутрь клетки. 

Биосурфактанты нетоксичны, не наносят вред окружающей среде, обладают 

высокой биоразлагаемостью, а также   не теряют активность при экстремальных 

значениях температуры, солёности, рН (Desai, Banat, 1997; Lima et al., 2011; 

Marchant,  Banat, 2012).  Благодаря этим качествам биоПАВ применяются в 

экологической биотехнологии для очистки окружающей среды от нефтяного 

загрязнения (Pirog et al., 2017). 

Наличие у микроорганизмов способности к синтезу биоПАВ в первую 

очередь оценивается по снижению поверхностного натяжения на границе раздела 

жидкая среда – воздух и по эмульгированию жидких гидрофобных субстратов 

(Willumsen, Karlson, 1997). Уменьшение поверхностного натяжения более чем на 

40 мН/м (Cooper, 1986) или по другим данным более чем на 20 мН/м (Willumsen, 

Karlson, 1997) свидетельствет о том, что микроорганизм является перспективным 

продуцентом биосурфактантов.  

 Эта особенность достаточно широко распространена среди 

микроорганизмов (Cameotra et al., 2010). Например, бактерии р. Acinetobacter 

образуют высокомолекулярные и низкомолекулярные ПАВ, обладающие 
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эмульгирующими и поверхностно-активными свойствами (Антонюк, Конон, 2012; 

Павлюковец и др., 2014; Walzer et al., 2006; Pirog et al., 2013a, 2013b, 2015b, 2015c, 

2017; 2018). Многие микроорганизмы р. Pseudomonas способны к синтезу 

низкомолекулярных ПАВ (Desai, Banat, 1997; Monteiro et al., 2007; Abdel-

Mawgoud et al., 2010; Soberon-Chavez, 2011). Есть сведения о бактериях о. 

Ochrobactrum, продуцирующих биосурфактанты гликолипидной природы (Bezza 

et al., 2015; Bezza, 2016; Ibrahim, 2018). 

Исходя из вышесказанного, была изучена способность к образованию 

поверхностно-активных веществ у штаммов, входящих в состав консорциума, а 

также у микроорганизмов   P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
  и P. koreensis ИБ-4. 

У бактерий O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2, P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
  и P. 

koreensis ИБ-4 способность к синтезу биосурфактантов не была обнаружена.  

Клетки штамма A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1 в процессе роста на среде 

Раймонда с гексадеканом продуцировали внеклеточные ПАВ, снижающие 

поверхностное натяжение жидкости до 39±1 мН/м, в то время как в контроле 

(чистой минеральной среде) поверхностное натяжение было равно 64±1 мН/м. 

Кроме того, синтезируемые клетками штамма A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1 

биосурфактанты солюбилизируют гидрофобные субстраты – индекс 

эмульгирования (E24) при смешивании супернатанта культуральной жидкости с 

подсолнечным маслом был 72%, с бензином – 62%, а при использовании 

дизельного топлива или смазочного масла – 55%. 

Таким образом, показано, что среди изучаемых микроорганизмов только 

бактерии A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1 при культивировании на гексадекане 

способны к образованию внеклеточных биоПАВ, солюбилизирующих 

гидрофобные вещества. Это свойство в сочетании со значительной окислительной 

активностью (п. 9.1.1) свидетельствует о перспективности применения указанного 

штамма для очистки окружающей среды от нефтяных углеводородов.  
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9.6. Фитотоксичность бактериальных штаммов 

К микроорганизмам, применяемым в экологической биотехнологии, 

предъявляются определенные эколого-гигиенические требования, одним из 

которых является отсутствие токсичности для живых организмов (Вельков, 2001). 

Поэтому штаммы A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1, O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2, P. 

turukhanskensis ИБ 1.1
Т
, P. koreensis ИБ-4  и P. ehimensis IB 739 были исследованы 

на предмет возможности их отрицательного влияния на растительные объекты.  

Установлено, что ни один из исследуемых штаммов не обладает 

фитотоксичностью, о чем свидетельствуют данные по числу проросших семян и 

их морфометрические показатели (табл. 9.7). 

 

Таблица  9.7 − Количество проросших семян горчицы белой и их ростовые 

характеристики  

 

Варианты опыта 
Количество 

проросших семян 
Длина корня Длина проростка 

шт. 
% к 

контролю 
мм 

% к 

контролю 
мм 

% к 

контролю 

Контроль 29±1,0 100 48,5±1,5 100 33,0±1,3 100 

A. calcoaceticus  ИБ ДТ-5.1/1 26±1,4 89,7 43,8±1,4 90,3 27,7±1,2 81,9 

O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 27±1,1 93,1 47,2±1,5 97,3 30,8±2,2 91,3 

P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 27±1,3 93,1 45,6±1,7 94,0 29,7±1,9 90,0 

P. koreensis ИБ-4 28±1,0 96,6 46,7±1,2 96,3 31,1±1,9 94,2 

P. ehimensis IB 739 27±1,8 93,1 44,4±2,1 91,5 32,1±1,5 97,3 

 

*** 

Т.о., в ходе исследований установлено, что консорциум и образующие его 

бактерии A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1 и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 обладают 

значительной окислительной активностью в отношении широкого круга 

углеводородов, нефти и нефтепродуктов, причем  величина этого показателя 

выше у консорциума. Высокая углеводородокисляющая активность выявлена и у 

штамма P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
, в т.ч. и при низкой положительной 

температуре. Обнаружена способность штаммов O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 и  P. 
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turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 к фиксации атмосферного азота и увеличению 

потенциальной нитрогеназной активности почвы, даже при низкой 

положительной температуре. Показано, что штамм P. koreensis ИБ-4  обладает 

значительной нитрогеназной активностью, а также продуцирует фитогормоны – 

ИУК и цитокининподобные вещества.  Выявлено, что штамм A. calcoaceticus ИБ 

ДТ-5.1/1 синтезирует  внеклеточные ПАВ, эмульгирующие гидрофобные 

углеводородные субстраты. Доказано отсутствие фитотоксических свойств у всех 

бактериальных штаммов, используемых в настоящей работе, включая штамм P. 

ehimensis IB 739, продуцирующий фитогормоны, из коллекции УИБ УФИЦ РАН.  

Полученные данные свидетельствуют о возможности применения консорциума 

микроорганизмов A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1 и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2, а 

также штамма P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 в экологической биотехнологии в 

качестве основы биопрепаратов для очистки и восстановления окружающей 

среды от нефтезагрязнения, а штаммов P. koreensis ИБ-4  и P. ehimensis IB  − как 

дополнительных компонентов для ускорения этого восстановления. Для проверки 

выдвинутой гипотезы была проведена серия лабораторных и полевых 

экспериментов. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

200 

ГЛАВА 10. ЛАБОРАТОРНЫЕ ЭКСПЕРИМЕНТЫ ПО ПРОВЕРКЕ 

ЭФФЕКТИВНОСТИ ПРИМЕНЕНИЯ ИЗУЧЕННЫХ 

МИКРООРГАНИЗМОВ ДЛЯ ОЧИСТКИ РАЗЛИЧНЫХ ОБЪЕКТОВ ОТ 

ЗАГРЯЗНЕНИЯ НЕФТЯНЫМИ УГЛЕВОДОРОДАМИ 

В серии лабораторных экспериментов было проверено предположение о 

том, что выделенные в ходе настоящего исследования консорциум 

микроорганизмов  A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1  и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 и 

штамм P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 могут применяться в качестве основы 

биопрепаратов для очистки и восстановления окружающей среды от 

нефтезагрязнения, а штаммы P. koreensis ИБ-4  и P. ehimensis IB 739 (из 

коллекции УИБ УФИЦ РАН) − как дополнительные компоненты биопрепаратов 

для ускорения этого восстановления. 

 

10.1. Очистка сточной воды,  содержащей углеводороды, с помощью 

консорциума микроорганизмов 

 A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1  и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 

На современных предприятиях, относящихся  к нефтедобывающей, 

нефтехимической или другим отраслям промышленности, образуются 

значительные объемы производственных сточных вод, содержащих большие 

количества органических загрязнителей, в т.ч. и трудноокисляемых 

нефтепродуктов, представляющих серьезную угрозу для водных объектов. В 

связи с этим возникает необходимость в эффективной и качественной очистке 

сточных вод, которая является необходимым условием сохранения чистоты 

водоемов. 

Биологическая очистка стоков производства активным илом в аэротенках не 

эффективна по отношению ко многим токсичным соединениям, которые 

поступают на очистные сооружения в количествах, значительно превышающих 

ПДК (Методические указания…, 2000). Поэтому задачей биотехнологического 

подхода является предварительное удаление из  производственных сточных вод 

высоких концентраций загрязняющих веществ еще на подходах к основному 
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сооружению, т.е. на установках локальной очистки с помощью специально 

подобранных микроорганизмов. 

ОАО «Стеклонит» (г. Уфа) изготавливает стеклонити, стеклосетки и 

стеклоткани. В производстве стеклянного волокна широко применяется 

замасливатель «парафиновая эмульсия», в состав которого входят следующие 

углеводородные компоненты (%):  парафин – 1,6;    стеарин или синтетические 

жирные кислоты (С16-С18)   –  0,6-1,0; вазелин – 2,0; трансформаторное масло – 

2,0; а также закрепитель ДЦУ-ТСТ (продукт взаимодействия дициандиамида с 

формалином в присутствии уксусной кислоты) –  2,0-2,5 и препарат ОС-20  (смесь 

полиэтиленгликолевых эфиров высших жирных спиртов) – 1,25; вода – до 100. 

 Перечисленные вещества попадают в сточные воды предприятия, которые 

собираются в отстойнике-накопителе. 

10.1.1. Исследование возможности роста консорциума 

микроорганизмов A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1  и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 

на индивидуальных загрязняющих компонентах, присутствующих в сточной 

воде 

В результате проведенных экспериментов обнаружено, что консорциум 

микроорганизмов способен утилизировать индивидуальные компоненты-

загрязнители сточной воды (парафин, стеарин, вазелин, трансформаторное масло, 

препарат ОС-20), за  исключением  препарата ДЦУ-ТСТ (АО «Пигмент», г. 

Тамбов, ТУ 6-38-05800142-270-98), что вероятно, связано с  токсичностью 

входящих в его состав избыточных количеств свободного формальдегида и 

уксусной кислоты. 

10.1.2. Изучение эффективности процесса очистки сточной воды с 

помощью консорциума микроорганизмов 

Сточная вода ОАО «Стеклонит» (г. Уфа) характеризуется высокой 

мутностью, низкой численностью УОМ (1,7·10
3 

КОЕ/мл) и перед началом 

испытания содержала загрязняющие вещества в количестве 6,77 масс.%.  
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Внесение в сточную воду консорциума микроорганизмов A. calcoaceticus ИБ ДТ-

5.1/1  и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 привело к снижению содержания 

загрязняющих веществ на 83,16% и увеличению численности 

углеводородокисляющих микроорганизмов на один порядок  к концу 

эксперимента. Под действием аборигенных микроорганизмов после завершения 

опыта  степень биодеструкции составила только 37,22%, возрастания численности  

УОМ не отмечено (табл. 10.1). 

 

Таблица 10.1 – Степень биодеградации загрязняющих веществ и 

численность УОМ в сточной воде ОАО «Стеклонит» 

 

Время 

культиви-

рования, 

сут 

Вариант опыта 

Сточная вода  + консорциум Сточная вода  (контроль) 

Титр УОМ, 

КОЕ/мл
 

Степень биодег-

радации, масс.%
 

Титр УОМ, 

КОЕ/мл 

Степень биодег-

радации, масс.% 

3 (6,1±0,8)·10
3
 48,30 (3,0±0,3)·10

3 
7,24 

5 (4,0±1,2)·10
4
 73,85 (1,8±0,4)·10

4 
11,82 

7 (5,3±0,2)·10
5 

76,07 (7,9±0,9)·10
4
 11,96 

9 (1,2±0,3)·10
7
 77,25 (2,0±0,4)·10

5
 20,09 

11 (8,0±2,2)·10
6
 80,94 (8,3±2,6)·10

4
 23,34 

13 (1,4±0,4)·10
6
 82,86 (3,2±1,1)·10

4
 29,39 

15 (1,6±2,5)·10
4
 83,16 (8,7±1,9)·10

3
 37,22 

 

Таким образом, в условиях лабораторного эксперимента показана 

возможность биологической очистки от углеводородсодержащего загрязнения 

сточной воды ОАО «Стеклонит» под действием консорциума микроорганизмов A. 

calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1  и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2. 
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10.2. Биоремедиация нефтезагрязненных грунтов месторождений  

Жетыбай и Каламкас с помощью консорциума микроорганизмов  A. 

calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1 и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 

Нефтезагрязненные (замазученные) грунты в больших  количествах 

образуются в результате проливов нефтепродуктов на земную поверхность в 

процессе производства либо при аварийных  ситуациях, очистке 

технологического оборудования, демонтаже резервуаров и пр. После выемки и 

складирования в специальных шламонакопителях они превращаются в 

крупнотоннажные промышленные отходы (нефтешламы), которые  занимают 

площади в десятки квадратных километров, уродуют ландшафты и загрязняют 

окружающую среду, что делает проблему их обезвреживания очень актуальной. 

Эксперимент проводили в сосудах объемом 3 л, в которые помещали по 1 кг  

загрязненного грунта или загрязненного грунта в смеси с песком. С учетом 

высокой концентрации загрязнителя (44,35%), грунт месторождения Жетыбай  

перемешивали со стерильным песком в соотношениях 1:1 или 1:3,  а образцы с 

территории месторождения Каламкас (содержание поллютанта 18,26%)  – в 

соотношении 1:1. Консорциум микроорганизмов вносили дважды в дозе 2·10
8
 

КОЕ/г грунта.  

Микробиологические анализы исходных проб показали, что численность 

гетеротрофных микроорганизмов в образцах нефтезагрязненных грунтов, 

находилась в интервале (3-5)∙10
7
 КОЕ/г, УОМ – (5-7) ∙10

6
 КОЕ/г. 

Проведение комплекса рекультивационных мероприятий (внесение 

консорциума микроорганизмов, минеральных удобрений,  разбавление песком) 

способствовало повышению численности гетеротрофных микроорганизмов в 

обоих грунтах на 3 порядка – до (3-4)∙10
10

 КОЕ/г и увеличению количества 

бактерий-нефтедеструкторов на 2 порядка до (5-8)∙10
8
 КОЕ/г. Также в ходе 

эксперимента удалось снизить содержание загрязнителя в грунтах обоих 

месторождений (табл. 10.2). 
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Таблица 10.2 – Изменение концентрации нефтепродуктов  и степень 

биодеградации загрязнения в грунтах месторождений  Жетыбай и Каламкас  

Вариант опыта 

(добавки к грунту) 

Концентрация нефтепродуктов, % 

 
Степень 

биодегра-

дации, % Исходное 14 сутки 28 сутки 42 сутки 

Месторождение Каламкас 

Контроль (только грунт) 

 
18,26±1,81 18,04±1,62 18,00±1,92 17,95±1,61 1,7 

Песок (1:1) + консорциум 9,90±0,77 7,45±0,68 

 
6,52±0,62 5,30±0,49 46,5 

Консорциум 17,55±1,79 14,48±1,13 12,62±1,18 10,14±0,99 42,2 

Месторождение Жетыбай 

Контроль (только грунт) 44,35±4,46 44,31±4,20 44,28±4,02 44,11±4,33 0,5 

Песок (1:3) + консорциум 10,00±0,83 5,39±0,29 3,40±0,18 2,51±0,20 74,9 

Песок (1:1) + консорциум 22,18±2,09 20,20±1,60 18,39±1,70 

 
15,48±1,40 30,2 

Консорциум 44,48±4,16 41,62±4,02 40,55±3,96 37,15±3,52 16,5 

 

Степень биодеструкции загрязнителя в грунте месторождения Каламкас 

мало зависела от его разбавления песком и после 6 недель эксперимента 

составила 42,2 и 46,5%, тогда как в грунте месторождения Жетыбай степень 

разложения поллютанта достигала максимума  (74,9%) при его перемешивании с 

песком в соотношении 1:3. Применение только консорциума незначительно 

снижало содержание поллютанта – его биодеструкция составила 16,5%.  

С помощью аборигенной микробиоты количество поллютанта в грунте 

месторождения  Каламкас снизилось незначительно  – на 1,7%, а в грунте  

месторождения  Жетыбай уменьшения концентрации загрязнителя практически 

не произошло – разница с исходным содержанием составила 0,5%.  

Таким образом, в лабораторном опыте установлено, что проведение 

комплекса рекультивационных мероприятий с применением консорциума 

микроорганизмов A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1  и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 

способствовало очистке грунтов, загрязненных нефтепродуктами (степень   

биодеструкции поллютанта составила 42,2-46,5% и 16,5-74,9% для различных 

вариантов опыта) и повышению в них численности гетеротрофных 

микроорганизмов на 3 порядка и УОМ − на 2 порядка.   
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10.3. Биоремедиация нефтезагрязненного песка штаммом  

P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 

Мангистауская область расположена на юго-западе Республики  Казахстан 

и  является крупным промышленным и нефтедобывающим регионом. Почвы 

Мангистау относятся к пустынной ландшафтной зоне и характеризуются очень 

ограниченным содержанием гумуса, маломощностью и бесструктурностью 

перегнойного горизонта, а также  высокой засоленностью. Среди них 

преобладают пески, которые легко поддаются эрозии, хорошо проводят воздух и 

влагу, но не способны ее удержать, быстро прогреваются, но также стремительно 

остывают. Для региона   характерна крайняя засушливость,  сильные ветры и 

частые пыльные бури. Все это приводит к тому, что экосистемы данной 

местности отличаются высокой уязвимостью и низким потенциалом 

самоочищения. В таких условиях применение высокоэффективных штаммов 

углеводородокисляющих микроорганизмов  способствует более эффективной 

очистке нефтезагрязненных территорий и  позволяет сократить сроки 

восстановления  нарушенных экосистем.  

В  сосуды  помещали по 500 г песка, отобранного в окрестностях г. 

Жанаозен (Мангистауская обл., Республика Казахстан), в который вносили нефть 

в концентрации 5 или 15% (50 и 150 г/кг) и 100 мл суспензии штамма P. 

turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 с титром 2,2∙10

6
 КОЕ/мл. Культивирование проводили при 

4-8
о
С в течение 6 месяцев. Интродукцию бактерий осуществляли 1 раз в месяц. 

Благодаря внесению штамма P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 по завершении 

опыта содержание нефти в песке снизилось до 0,8%, а степень биодеструкции 

поллютанта достигла  84% при исходном 5% уровне загрязнения (рис. 10.1А). 

При 15%-ом  загрязнении содержание  поллютанта упало до 4,5%, а степень 

биоразложения составила 70% (рис. 10.1Б).  
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                                                         Б) 

Рисунок 10.1 − Содержание нефти в песке. А) − исходный уровень 

загрязнения 5%; Б) −  исходный уровень загрязнения 15%. 

Дробное внесение бактерий позволило стабилизировать численность 

гетеротрофных микроорганизмов и  УОМ в песке на достаточно высоком уровне 

– 10
7 

КОЕ/г (при начальном титре для обеих групп микроорганизмов менее 10
3 

КОЕ/г), независимо от начального содержания нефти (табл. 10.3). 
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 Таблица  10.3 − Численность гетеротрофных и углеводородокисляющих  микроорганизмов в нефтезагрязненном песке, КОЕ/г 

Вариант опыта 

Даты отбора проб 

31.01.14 14.02.14 28.02.14 14.03.14 28.03.14 11.04.14 25.04.14 09.05.14 23.05.14 06.06.14 20.06.14 04.07.14 18.07.14 

Гетеротрофные микроорганизмы, содержание нефти 5% 

P. 

turukhanskensis 

ИБ 1.1
Т
 

 Менее 

10
3 

(1,8±0,1) 

∙10
6 

(3,2±0,3)

∙10
6 

(4,5±0,2) 

∙10
7 

(2,6±0,1)

∙10
7 

(3,6±0,3)

∙10
7 

(5,5±0,2)

∙10
7 

(1,8±0,2)

∙10
8 

(2,5±0,2)

∙10
8 

(2,9±0,3)

∙10
7 

(3,2±0,3)

∙10
8 

(3,6±0,4)

∙10
7 

(4,4±0,2)

∙10
7 

Контроль 
 Менее 

10
3
 

Менее 

10
3
 

Менее 

10
3
 

Менее 

10
3
 

Менее 

10
3
 

Менее 

10
3
 

Менее 

10
3
 

(5,2±0,1) 

∙10
3
 

(4,3±0,2) 

∙10
3
 

(6,9±0,3) 

∙10
3
 

(8,1±0,3) 

∙10
3
 

(6,2±0,3) 

∙10
3
 

(7,4±0,4) 

∙10
3
 

                                      Гетеротрофные микроорганизмы, содержание нефти 15% 

P. 

turukhanskensis 

ИБ 1.1
Т
 

Менее 

10
3 

(1,2±0,1)

∙10
6 

(1,9±0,3)

∙10
6 

(2,3±0,2)

∙10
6 

(3,1±0,1)

∙10
7 

(3,5±0,3)

∙10
7 

(4,2±0,3)

∙10
8 

(5±0,3) 

∙10
7 

(2,5±0,3)

∙10
7 

(3,8±0,5)

∙10
8 

(5,2±0,4)

∙10
7 

(5,5±0,2)

∙10
7 

(3,4±0,2)

∙10
7 

Контроль 
Менее 

10
3
 

Менее 

10
3
 

Менее 

10
3
 

Менее 

10
3
 

Менее 

10
3
 

Менее 

10
3
 

Менее 

10
3
 

Менее 

10
3
 

Менее 

10
3
 

(4,4±0,2) 

∙10
3
 

(5,9±0,1) 

∙10
3
 

(7,2±0,3) 

∙10
3
 

(6,8±0,4) 

∙10
3
 

Углеводородокисляющие  микроорганизмы, содержание нефти 5% 

P. 

turukhanskensis 

ИБ 1.1
Т
 

 Менее 

10
3 

(2,1±0,1) 

∙10
6 

(2,5±0,1)

∙10
6
 

(2,9±0,2)

∙10
6
 

(3,4±0,1)

∙10
6
 

(1,2±0,2)

∙10
7
 

(1,5±0,2)

∙10
7
 

(2,8±0,3)

∙10
7
 

(3,5±0,4)

∙10
7
 

(4,4±0,3)

∙10
7
 

(4,8±0,2)

∙10
7
 

(5,2±0,2)

∙10
7 

(5,1±0,3)

∙10
7
 

Контроль 
 Менее 

10
3
 

(3,8±0,3) 

∙10
4
 

(5,2±0,3) 

∙10
4
 

(2,7±0,1) 

∙10
4
 

(4,1±0,3) 

∙10
3
 

(5,9±0,2) 

∙10
3
 

(3,4±0,2) 

∙10
3
 

(2,7±0,4) 

∙10
3
 

(0,9±0,1) 

∙10
3
 

Менее 

10
3
 

Менее 

10
3
 

Менее 

10
3
 

Менее 

10
3
 

Углеводородокисляющие  микроорганизмы, содержание нефти 15% 

P. 

turukhanskensis 

ИБ 1.1
Т
 

Менее 

10
3 

(1,7±0,1) 

∙10
6 

(2,3±0,1)

∙10
6 

(2,7±0,2)

∙10
6 

(2,1±0,3)

∙10
7 

(3,5±0,3)

∙10
7 

(2,5±0,2)

∙10
7 

(2,9±0,1)

∙10
7 

(3,3±0,1)

∙10
7 

(3,6±0,2)

∙10
7 

(4,1±0,3)

∙10
7 

(4,2±0,1)

∙10
7 

(3,7±0,4)

∙10
7 

Контроль 
Менее 

10
3
 

(6,7±0,4) 

∙10
3
 

(8,3±0,4) 

∙10
3
 

(3,2±0,4) 

∙10
3
 

Менее 

10
3
 

Менее 

10
3
 

Менее 

10
3
 

Менее 

10
3
 

Менее 

10
3
 

Менее 

10
3
 

Менее 

10
3
 

Менее 

10
3
 

Менее 

10
3
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В образцах песка только с аборигенной микробиотой убыль загрязняющих 

веществ была крайне незначительной –  0,1% (в обоих случаях), а  биодеградация 

нефтепродуктов составила всего 2 и 0,7% (при 5 и 15% содержании поллютанта 

соответственно), количество гетеротрофных микроорганизмов увеличилось 

только на 1 порядок (с 10
2 

до 10
3 

КОЕ/г), а  численность УОМ под влиянием 

контаминации нефтью в начале эксперимента возросла на 1-2 порядка, но потом 

снизилась до прежнего уровня – менее 10
3 
КОЕ/г.  

Таким образом, в лабораторных условиях при низкой положительной 

температуре благодаря внесению штамма P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 удалось 

уменьшить содержание нефти в песке до 0,8 и 4,5% (при 5 и 15% уровне 

загрязнения соответственно)  и увеличить численность в нем гетеротрофных и 

углеводородокисляющих микроорганизмов на 5 порядков  (при  начальном титре 

обеих групп микроорганизмов менее 10
3 

КОЕ/г).  Данные результаты 

свидетельствуют о принципиальной возможности использования штамма P. 

turukhanskensis ИБ 1.1
Т 

для очистки нефтезагрязненного песка в сложных 

почвенно-климатических условиях Западного Казахстана. 

 

10.4. Проверка возможности применения комбинаций бактерий с 

различной функциональной активностью для  снижения содержания нефти в 

почве и активизации роста и развития растений 

Наиболее эффективным, экологически чистым и экономически выгодным 

методом реабилитации нефтезагрязненных земель является биоремедиация. Она 

заключается в обработке грунтов биопрепаратами углеводородокисляющих 

микроорганизмов, что позволяет значительно снизить содержание поллютанта в 

очищаемом объекте.  Часто после этого производят посев  дернообразующих 

сортов растений для того, чтобы они своей корневой системой содействовали 

предотвращению эрозионных процессов механического состава, улучшали  газо-

воздушный режим рекультивируемой почвы и обогащали ее различными 

активными соединениями. Это, в свою очередь, приводит к росту численности 

микроорганизмов прикорневой зоны и интенсификации разложения нефти и 
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нефтепродуктов и, в конечном итоге, способствует восстановлению плодородия 

почв (Емельянова и др., 2010; Kitamura, Maranho, 2016; Yadav et al., 2016). 

Поэтому разработка полифункциональных биопрепаратов, обладающих  

эффектом очистки почвы от загрязнения нефтью с одновременной стимуляцией 

роста растений-фитомелиорантов, представляется   актуальным направлением 

биотехнологических исследований.  

В вегетационные сосуды помещали по 3 кг чернозема и увлажняли до 60% 

от полной влагоемкости, после чего вносили нефть в количестве 3 и 6% (масс). 

Далее почву  инокулировали суспензией микроорганизмов (с титром 1·10
8
 

КОЕ/мл каждая) в объеме 10 мл/кг, поливали водой и тщательно перемешивали. 

Использовали следующие суспензии: консорциум микроорганизмов A. 

calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1  и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2; комбинация 3-х штаммов  

(клетки микроорганизмов консорциума и P. koreensis ИБ-4 в соотношении 1:1); 

комбинация 4-х штаммов (клетки микроорганизмов консорциума, P. koreensis ИБ-

4 и P. ehimensis  IB 739 в соотношении 1:1:1). Потом высевали семена  овса (Avena 

sativa L.), который часто используют как фитомелиорант.  

Разница в содержании нефти в почве не оказывала какого-либо 

существенного влияния на численность почвенной микробиоты, размерные и 

массовые показатели растений овса. Всхожесть семян была приблизительно 

одинаковой во всех сосудах – 94-96%, но более дружной и ранней (на 2 сут) в 

вариантах с инокуляцией бактериями. Начальный титр гетеротрофных 

микроорганизмов в используемой почве составлял (1,6±0,1)∙10
5
, 

азотфиксирующих – (1,0±0,1)∙10
5
, УОМ – (2,4±0,1)∙10

4
 КОЕ/г. Обработка  

консорциумом микроорганизмов  и комбинацией 3-х штаммов, приводила к 

увеличению количества гетеротрофных и азотфиксирующих микроорганизмов на 

1 порядок спустя 3 недели после начала эксперимента (~10
6
 КОЕ/г) и еще  на 1 

порядок – к окончанию опыта (~10
7
 КОЕ/г). Комбинация 4-х штаммов 

способствовала возрастанию численности этих групп микроорганизмов на 2 

порядка через 3 недели экспозиции (~10
7
 КОЕ/г) и еще на 1 порядок  –  в конце 

испытания (~10
8
 КОЕ/г) (табл. 10.4 и 10.5). 
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Таблица  10.4 − Численность гетеротрофных микроорганизмов, КОЕ/г 

Вариант опыта, добавка к почве 1 сут 21 сут 42 сут 

овес (1,6±0,1)∙10
5
 (4,2±0,2)∙10

5
 (2,5±0,2)∙10

5
 

нефть 3% (4,0±0,2)∙10
4
 (9,3±0,3)∙10

4
 (1,8±0,1)∙10

5
 

нефть 6% (3,7±0,2)∙10
5
 (1,0±0,1)∙10

6
 (1,6±0,1)∙10

5
 

овес + нефть 3% (5,8±0,4)∙10
5
 (1,4±0,1)∙10

6
 (1,2±0,1)∙10

6
 

овес + нефть 6% (5,0±0,3)∙10
5
 (2,0±0,1)∙10

6
 (2,5±0,2)∙10

5
 

овес + нефть 3% + консорциум (6,5±0,2)∙10
5
 (7,4±0,4)∙10

6
 (8,2±0,1)∙10

7
 

овес + нефть 6% + консорциум (8,6±0,5)∙10
5
 (6,9±0,2)∙10

6
 (4,2±0,3)∙10

7
 

овес + нефть 3% + комбинация 3-х штаммов (4,1±0,2)∙10
5
 (5,8±0,4)∙10

6
 (7,8±0,4)∙10

7
 

овес + нефть 6% + комбинация 3-х штаммов (6,8±0,1)∙10
5
 (5,0±0,1)∙10

6
 (6,1±0,2)∙10

7
 

овес + нефть 3% + комбинация 4-х штаммов (1,7±0,3)∙10
6
 (2,8±0,2)∙10

7
 (1,0±0,1)∙10

8
 

овес + нефть 6% + комбинация 4-х штаммов (6,0±0,4)∙10
5
 (4,2±0,3)∙10

7
 (4,4±0,1)∙10

8
 

 

 

Таблица  10.5  − Численность азотфиксирующих микроорганизмов, КОЕ/г 

Вариант опыта, добавка к почве 1 сут 21 сут 42 сут 

овес (1,0±0,1)∙10
5
 (2,2±0,1)∙10

5
 (1,0±0,1)∙10

5
 

нефть 3% (1,6±0,1)∙10
5
 (5,8±0,3)∙10

5
 (5,6±0,3)∙10

5
 

нефть 6% (6,0±0,4)∙10
4
 (3,2±0,1)∙10

5
 (5,1±0,1)∙10

5
 

овес + нефть 3% (2,5±0,1)∙10
5
 (1,2±0,1)∙10

6
 (5,4±0,4)∙10

5
 

овес + нефть 6% (8,9±0,2)∙10
4
 (1,5±0,1)∙10

6
 (1,4±0,1)∙10

5
 

овес + нефть 3% + консорциум (1,2±0,1)∙10
5
 (3,1±0,2)∙10

6
 (4,5±0,1)∙10

7
 

овес + нефть 6% + консорциум (3,6±0,3)∙10
5
 (1,5±0,1)∙10

6
 (5,5±0,3)∙10

7
 

овес + нефть 3% + комбинация 3-х штаммов (7,2±0,1)∙10
5
 (8,7±0,4)∙10

6
 (3,1±0,2)∙10

7
 

овес + нефть 6% + комбинация 3-х штаммов (1,1±0,1)∙10
6
 (7,4±0,3)∙10

6
 (2,6±0,2)∙10

7
 

овес + нефть 3% + комбинация 4-х штаммов (4,7±0,3)∙10
5
 (4,7±0,1)∙10

7
 (3,9±0,3)∙10

8
 

овес + нефть 6% + комбинация 4-х штаммов (2,0±0,1)∙10
6
 (2,8±0,1)∙10

7
 (1,8±0,1)∙10

8
 

 

Титр УОМ во всех вариантах с интродукцией микроорганизмов менялся 

одинаково –  увеличивался на 2 порядка к середине опыта (~10
6
 КОЕ/г)  и 

достигал показателя 10
7
 КОЕ/г на 42 сутки (табл. 10.6). 
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Таблица  10.6 − Численность углеводородокисляющих микроорганизмов, 

КОЕ/г 

Вариант опыта, добавка к почве 1 сут 21 сут 42 сут 

овес (2,4±0,1)∙10
4
 (9,0±0,4)∙10

3
 (2,9±0,1)∙10

4
 

нефть 3 % (2,0±0,1)∙10
4
 (9,0±0,5)∙10

4
 (6,2±0,3)∙10

4
 

нефть 6 % (2,7±0,2)∙10
4
 (1,1±0,1)∙10

5
 (1,1±0,1)∙10

5
 

овес + нефть 3% (5,0±0,3)∙10
4
 (7,5±0,4)∙10

4
 (7,4±0,2)∙10

4
 

овес + нефть 6% (7,0±0,2)∙10
4
 (1,5±0,1)∙10

5
 (4,0±0,3)∙10

4
 

овес + нефть 3% + консорциум (4,1±0,4)∙10
5
 (5,3±0,2)∙10

6
 (3,4±0,1)∙10

7
 

овес + нефть 6% + консорциум (3,1±0,1)∙10
5
 (7,3±0,3)∙10

6
 (3,3±0,1)∙10

7
 

овес + нефть 3% + комбинация 3-х штаммов (3,4±0,2)∙10
5
 (5,0±0,4)∙10

6
 (2,0±0,1)∙10

7
 

овес + нефть 6% + комбинация 3-х штаммов (5,0±0,4)∙10
5
 (6,7±0,2)∙10

6
 (2,4±0,2)∙10

7
 

овес + нефть 3% + комбинация 4-х штаммов (1,5±0,1)∙10
5
 (2,9±0,1)∙10

6
 (1,6±0,1)∙10

7
 

овес + нефть 6% + комбинация 4-х штаммов (3,9±0,3)∙10
5
 (5,5±0,3)∙10

6
 (2,5±0,1)∙10

7
 

 

Известно, что нефть оказывает неоднозначное влияние на растения и  

способна как угнетать, так и активизировать их рост и развитие (Цулаия, 2011; 

Усманов и др., 2015; Кольцова и др., 2016; Мязин, Редькина, 2016а; Дмитриева, 

Петухова, 2017; Zamani et al., 2018). В нашем случае, она  подавляла длину 

побегов,  но не оказывала отрицательного воздействия на массу надземной части 

и  стимулировала развитие корней  в вариантах без обработки бактериями (табл. 

10.7). Внесение бактерий ускоряло на  6-7 сут начало каждой стадии развития 

растений овса, а также оказывало положительное влияние на рост надземной 

части по сравнению с растениями в загрязненной почве, не  инокулированной 

микроорганизмами.  

Такое быстрое накопление биомассы может содействовать нефтедеструкции 

за счет   интенсификации как фитоиспарения – способности растений поглощать 

углеводороды в процессе поддержания своего водного баланса, т.е. вместе с 

водой «выкачивать» из почвы загрязняющее вещество  и испарять его с 

поверхности наземных органов, так и  фитодеградации – свойства растений 

разлагать органические поллютанты (в частности, нефть и нефтепродукты) с 
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помощью своих ферментов, обычно внутри тканей, до неорганических 

соединений или до стабильных интермедиатов, накапливающихся в растении 

(Frick et al., 1999; Materac et al., 2015; Lim et al., 2016).  Самый значительный 

эффект на длину и массу побегов оказывала комбинация из 4-х штаммов. 

Благодаря ее применению длина проростков увеличивалась на 27,4 и 23,4% (при 3 

и 6% уровне загрязнения соответственно) по сравнению с проростками овса в 

незагрязненной почве и на 77,8 и 54,0% – по сравнению с растениями в почве с 3 

и 6% содержанием нефти соответственно.  

 

Таблица  10.7 − Средние массовые и размерные показатели растений овса  

Вариант опыта, добавка к почве 

Длина  

проростков,  

см 

Масса, г 

корень надземная часть 

овес  20,1±1,2 0,34±0,03 0,81±0,03 

овес + нефть 3% 14,4±0,7 0,76±0,02 0,73±0,02 

овес + нефть 6% 16,1±0,8 0,66±0,04 0,86±0,04 

овес + нефть 3% + консорциум 19,4±1,1 0,35±0,01 0,85±0,06 

овес + нефть 6% + консорциум 18,5±1,3 0,30±0,02 0,77±0,06 

овес + нефть 3% + комбинация 3-х штаммов 22,3±0,6 0,67±0,05 1,43±0,06 

овес + нефть 6% + комбинация 3-х штаммов 21,7±1,0 0,68±0,03 1,39±0,05 

овес + нефть 3% + комбинация 4-х штаммов 25,6±0,9 0,44±0,02 1,91±0,08 

овес + нефть 6% + комбинация 4-х штаммов 24,8±1,1 0,38±0,02 1,95±0,06 

 

Особый интерес при выращивании растений представляет изучение роста 

корней, поскольку именно они находятся в непосредственном контакте с 

загрязненной почвой и, соответственно, с углеводородами и почвенными 

микроорганизмами. Комбинация 4-х штаммов не вызывала прироста массы 

корней, но увеличивала массу надземной части растений в 2,4-2,7 раза  по 

сравнению с растениями овса в почве без нефти, и по сравнению с растениями в 

почве с нефтезагрязнением (независимо от его содержания), но не  обработанной 

микроорганизмами.  Это можно объяснить тем, что бактерии  P. koreensis ИБ-4  и  

P. ehimensis  IB 739, входящие в состав данной комбинации, обладают 
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способностью к продукции фитогормонов цитокининового ряда   в количестве  

119 (см. раздел 9.4) и 190 (Архипова и др., 2006)  нг/мл культуральной жидкости 

соответственно, которые, как известно, способствуют росту и развитию побегов, 

но ингибируют эти процессы у корней (Архипова и др., 2006; Kurakawa  et al., 

2007).  

Комбинация 3-х штаммов также увеличивала длину и массу побегов овса по 

сравнению с растениями в загрязненной почве без инокуляции, но в меньшей 

степени − на 11,0 и 8,0% (при 3 и 6% уровне загрязнения соответственно) по 

сравнению с проростками овса в незагрязненной почве и на 54,9 и 34,8% – по 

сравнению с растениями в почве с 3 и 6% содержанием нефти соответственно. 

Также эта комбинация вызывала увеличение массы надземной части растений в 

1,6-2,0 раза и по сравнению с растениями овса в почве без нефти, и по сравнению 

с растениями в почве с нефтезагрязнением (независимо от его содержания), но не 

обработанной суспензией.  При этом ингибирования развития корней не 

происходило. Это, вероятно, вызвано меньшим количеством цитокининов, 

образуемых только бактерией P. koreensis ИБ-4. Кроме того, штамм синтезирует в 

небольших количествах ИУК (40 нг/мл культуральной жидкости) – гормон, 

стимулирующий рост корней, поэтому после обработки указанной комбинацией 

их масса была в 1,5 и 1,8 раз выше (при 3 и 6% загрязнении соответственно), чем 

при инокуляции комбинацией из 4-х штаммов. 

Консорциум микроорганизмов A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1  и O. 

intermedium ИБ ДТ-5.3/2 увеличивал длину проростков за счет уменьшения 

содержания нефти в почве, но не оказывал положительного влияния на массу 

подземной и надземной частей растений овса. Очевидно, это связано с 

отсутствием у микроорганизмов, входящих в его состав, фитогормональной 

активности. Применение консорциума снижало количество нефтепродуктов в 

почве с растениями в 3,3 и 3,6 раза (при исходном загрязнении в 3 и 6% 

соответственно). 

Инокуляция загрязненной почвы комбинациями из 3-х и 4-х штаммов 

уменьшала содержание в ней поллютанта в 3,1-3,5 раза по сравнению с 
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вариантами с растениями, но без внесения бактерий (табл. 10.8). Посев растений 

овса без обработки почвы микроорганизмами снижал содержание нефтепродуктов 

почти также незначительно, как и эндогенная микробиота. 

 

Таблица  10.8 − Содержание нефтепродуктов в почве 

Вариант опыта, добавка к почве 
Содержание нефтепродуктов, % 

21 сут 42 сут 

овес 0,0031±0,0007 0,0030±0,0008 

нефть 3% 2,8114±0,1173 2,2240±0,1053 

нефть 6% 5,4426±0,2425 5,1263±0,3144 

овес + нефть 3% 2,8621±0,1865 2,0264±0,1411 

овес + нефть 6% 5,3342±0,3522 4,9433±0,2950 

овес + нефть 3% + консорциум 1,3934±0,0060 0,6182±0,0030 

овес + нефть 6% + консорциум 2,3608±0,1414 1,3624±0,0084 

овес + нефть 3% + комбинация 3-х штаммов 0,9841±0,0043 0,5811±0,0032 

овес + нефть 6% + комбинация 3-х штаммов 2,2602±0,1310 1,4246±0,0073 

овес + нефть 3% + комбинация 4-х штаммов 1,1005±0,0062 0,6450±0,0026 

овес + нефть 6% + комбинация 4-х штаммов 2,7633±0,1608 1,4632±0,0061 

 

Таким образом, интродукция бактериальных суспензий, состоящих либо 

только из клеток микроорганизмов консорциума A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1  и O. 

intermedium ИБ ДТ-5.3/2, либо из клеток микроорганизмов консорциума и P. 

koreensis ИБ-4, либо  из клеток микроорганизмов консорциума, P. koreensis ИБ-4 

и P. ehimensis  IB 739 способствовала более ранней (на 2 сут)  всхожести семян и 

ускоряла (на 6-7 сут) начало всех стадий развития растений овса, используемого в 

качестве фитомелиоранта, а также положительно влияла на  нефтезагрязненную 

почву, увеличивая в ней количество  гетеротрофных, азотфиксирующих  и 

углеводородокисляющих микроорганизмов на 2-3 порядка и снижая содержание 

нефтепродуктов в 3,1-3,6 раза. Кроме того, комбинации, состоящие из бактерий с 

различной функциональной активностью, увеличивали на 34,8-77,8% длину 

проростков овса и в  1,6-2,7 раза − их массу по сравнению с растениями в 
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нефтезагрязненной почве, не обработанной микроорганизмами, а также  снижала 

в почве содержание нефтепродуктов в 3,1-3,5 раза. Полученные данные 

свидетельствуют о принципиальной возможности применения комбинаций, 

содержащих бактерии-нефтедеструкторы и микроорганизмы с 

ростстимулирующей активностью, для очистки почвы от нефти и ускорения ее 

восстановления. 

 

                                                                  *** 

Таким образом, в результате проведения лабораторных экспериментов 

установлено, что консорциум микроорганизмов A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1 и O. 

intermedium ИБ ДТ-5.3/2 может эффективно применяться для очистки 

производственных сточных вод, содержащих углеводороды, а также грунта и 

почвы, загрязненных нефтью. Комбинации консорциума микроорганизмов с 

бактериями P. koreensis ИБ-4 и P. ehimensis  IB 739, обладающими 

фитогормональной активностью, не только способствуют удалению поллютанта, 

но и стимулируют рост и развитие растений-фитомелиорантов. Показана 

эффективность применения психротолерантного штамма P. turukhanskensis ИБ 

1.1
Т
 для снижения содержания нефти в песке в условиях низкой положительной 

температуры. И консорциум, и штамм P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 увеличивают 

численность гетеротрофных, углеводородокисляющих и азотфиксирующих 

микроорганизмов, участвующих в трансформации различных веществ, в т.ч. 

загрязняющих. Полученные данные свидетельствуют о возможности 

использования выделенных микроорганизмов-нефтедеструкторов в качестве 

основы биопрепаратов для очистки и восстановления окружающей среды от 

нефтяного загрязнения, а бактерий P. koreensis ИБ-4 и P. ehimensis  IB 739 − как 

дополнительных составляющих для ускорения этого процесса и стимуляции роста 

растений-фитомелилоорантов. Правильность этого утверждения была проверена в 

ряде полевых экспериментов. 
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ГЛАВА 11. ПОЛЕВЫЕ ЭКСПЕРИМЕНТЫ ПО ПРОВЕРКЕ 

ЭФФЕКТИВНОСТИ ПРИМЕНЕНИЯ ВЫДЕЛЕННЫХ 

МИКРООРГАНИЗМОВ ДЛЯ ОЧИСТКИ ПОЧВ, ГРУНТОВ, ВОДНОЙ 

ПОВЕРХНОСТИ ОТ НЕФТЯНОГО ЗАГРЯЗНЕНИЯ, А ТАКЖЕ 

ОБЕЗВРЕЖИВАНИЯ НЕФТЕСОДЕРЖАЩИХ ОТХОДОВ  

11.1. Обезвреживание нефтешлама с помощью консорциума 

микроорганизмов A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1 и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2  

В процессах добычи и переработки нефтяного сырья неизбежно образуются 

шламы – сложные гетерофазные системы, куда входят тяжелые нефтяные 

остатки, содержащие (по массе) 10-56% нефтепродуктов, 30-85% воды, 1,3-46% 

твердых примесей (песок, глина, ил и т.д.), соотношение которых колеблется в 

очень широких пределах (Херрера-Альварадо, 2015; Юльтимирова, 2018). Сбор и 

хранение таких нефтеотходов, как правило, осуществляется на открытых 

площадках или в бункерах без какой-либо сортировки и классификации. В 

шламонакопителях происходят естественные явления – накопление атмосферных 

осадков, развитие микроорганизмов, протекание химических реакций. Со 

временем легкие фракции испаряются, нефть и нефтепродукты окисляется, смолы 

переходят в  другое качество. Кроме того, в шлам попадают твердые примеси  и 

он упрочняется и уплотняется. В результате образуются дисперсные системы, 

которые отличаются значительной устойчивостью к разрушению. К настоящему 

времени значительное число хранилищ из средства предотвращения загрязнения 

превратилось в источник  крупномасштабной контаминации компонентов 

природной среды (почв, подземных и поверхностных вод, атмосферы 

(Каталитические….. 2013; Литвинова, 2016; Соколов, 2017). Поэтому проблема 

создания высокоэффективных и экологически чистых технологий обезвреживания 

нефтешламов и ликвидации мест их хранения приобретает все большее значение.  

Промышленные испытания по обезвреживанию нефтешлама проводили на 

территории газонефтяного месторождения Каражанбас (Республика Казахстан). 

Рекультивации с помощью консорциума микроорганизмов A. calcoaceticus ИБ 
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ДТ-5.1/1  и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 было подвергнуто 5 тыс. м
3
 грунта 

(нефтешлама) со средним содержанием нефтепродуктов 10,47%, складированного 

на участке площадью 4200 м
2
.      

Климат Мангистауской области (Западный Казахстан), на территории 

которой расположено месторождение Каражанбас, относится к резко 

континентальным, с жарким сухим летом и холодной малоснежной зимой, со 

значительными амплитудами сезонных и суточных температур. Для него 

характерна большая сухость воздуха − среднегодовое количество осадков менее 

200 мм. Во время проведения эксперимента среднемесячная температура 

составила в августе 28,4
о
С, в сентябре 20,5

о
С, в октябре 16,3

о
С, в первой половине 

ноября 13,2
о
С. В сентябре трижды выпадали кратковременные дожди, в 

остальные месяцы осадков не  наблюдалось, поэтому  ходе рекультивации 

осуществлялся частый полив (через 1-2 дня).  

После завершения эксперимента по обезвреживанию нефтешлама, 

содержание нефтепродуктов в контрольной пробе снизилось только на 0,39%, а в 

пробах, обработанных консорциумом, произошло уменьшение концентрации 

загрязнителя  на 4,99-8,64% (рис. 11.1). 
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Рисунок 11.1 – Содержание нефтепродуктов в нефтешламе после окончания 

эксперимента 
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Концентрация биомассы как гетеротрофных микроорганизмов, так и УОМ в 

контрольной пробе за время эксперимента практически не изменилась, в то время 

как в образцах, обработанных консорциумом микроорганизмов, численность 

гетеротрофных микроорганизмов увеличилась на 2-4 порядка, а количество УОМ 

возросло  на 1-2 порядка (табл. 11.1).  

 

Таблица 11.1 – Численность гетеротрофных и углеводородокисляющих 

микроорганизмов в нефтешламе 

Проба 

Количество микроорганизмов, КОЕ/г 

гетеротрофные углеводородокисляющие 

1 сут 90 сут 1 сут 90 сут 

Контроль (8,1±1,4)·10
4
 (8,5±0,9)·10

4
 

 

(7,9±0,9)·10
3
 (8,4±1,6)·10

3
 

 1 (9,0±1,0)·10
4
 (1,1±0,2)·10

7
 

 

(9,6±1,8)·10
3
 (8,2±1,1)·10

4
 

 2 (7,1±0,8)·10
4
 (2,0±0,1)·10

7
 

 

 

(1,0±0,3)·10
4
 (7,7±0,9)·10

5
 

 3 (7,9±0,7)·10
4
 (1,0±0,2)·10

7
 

 

(7,6±1,4)·10
3
 (1,6±0,4)·10

4
 

 4 (7,2±0,7)·10
4
 (4,0±0,3)·10

6
 

 

(8,1±1,5)·10
3
 (3,0±0,1)·10

4
 

 5 (9,8±1,1)·10
4
 (1,0±0,2)·10

8
 

 

(1,2±0,1)·10
4
 (1,3±0,2)·10

6
 

  

Несмотря на то, что мероприятия по утилизации нефтеотхода были 

непродолжительными, начались в самом конце рекультивационного сезона и 

длились до глубокой осени при постепенном понижении среднесуточной 

температуры, а также включали в себя лишь однократное внесение бактерий-

нефтедеструкторов, использованный консорциум микроорганизмов A. 

calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1  и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 хорошо зарекомендовал 

себя при рекультивации такого трудноразлагаемого субстрата как нефтешлам в 

сложных погодно-климатических условиях Западного Казахстана. 

 

11.2. Очистка почвы от нефти в условиях низких положительных 

температур штаммом P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 

Ямало-Ненецкий автономный округ (ЯНАО) расположен в арктической 

зоне Западно-Сибирской равнины и относится к районам  Крайнего Севера. Более 
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половины его территории находится за Полярным кругом, а небольшая часть 

занимает восточные склоны Полярного и Приполярного Урала.  Климат ЯНАО 

резко-континентальный и определяется наличием многолетней мерзлоты, 

близостью холодного Карского моря, пологим равнинным рельефом, обилием 

заливов, рек, болот и озер. В целом для округа характерна длительная, 

относительно сухая  зима (до 8 месяцев), короткое нежаркое лето, сильные ветра, 

небольшая величина снежного покрова. Средняя температура самого холодного 

месяца (январь) составляет -25,7
о
С, самого жаркого (июль) − 15,4

о
С.  

ЯНАО входит в состав Западно-Сибирской нефтегазоносной провинции и 

занимает одно из ведущих мест в России по запасам углеводородного сырья. На 

его территории расположено более 236 месторождений нефти и газа, из которых 

77 находятся в промышленной разработке, 19 месторождений подготовлены к 

эксплуатации и  на 140 месторождениях ведутся разведочные работы (Доклад об 

экологической …, 2015).  Округ является самым перспективным регионом нашей 

страны в отношении добычи   этих полезных ископаемых. Начальные суммарные 

ресурсы нефти оцениваются в 17,9 млрд. т, из которых на сегодняшний день 

извлечено 0,9 млрд. т. По объемам добычи нефти с конденсатом автономный 

округ является вторым после ХМАО − Югры. Сегодня там добывается порядка 

7% от добычи России и 1% мировой добычи нефти и конденсата  (Доклад об 

экологической …, 2015). Только за первое полугодие 2017 г. извлечено из недр 

15,12 млн. т "черного золота», что на 25% больше, чем за аналогичный период  

2016 г. (Добыча нефти …, 2017). Мощный нефтегазовый комплекс, 

сформировавшийся в ЯНАО и являющийся основной его экономики, оказывает 

сильное негативное воздействие на окружающую среду. Согласно сведениям 

Управления Росприроднадзора по ЯНАО в 2015 г. площадь нарушенных земель 

составила 10,74 тыс. га. Около 80% нарушений почвенного покрова связано с 

разработкой месторождений полезных ископаемых. Площадь 

рекультивированных земель составила 4,64 тыс. га (Доклад об экологической …, 

2015). 
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Пуровский район – основной нефтегазодобывающий район ЯНАО. На его 

территории разведано 117 месторождений нефти и газа, из них в разработке 

находятся 39. Поэтому для этой местности особенно остро стоит проблема 

загрязнения почвенного покрова нефтью и нефтепродуктами. Согласно оценке 

геохимических ландшафтов по условиям разложения и миграции нефтепродуктов 

(Экологический паспорт…, 2007), почвы Пуровского района имеют самые плохие 

показатели в ЯНАО (застойный или чрезвычайно застойный режим 

биологического круговорота, очень низкая или чрезвычайно низкая скорость 

разложения продуктов нефтедобычи, высокая или очень высокая поглотительная 

способность почвы, слабый или очень слабый латеральный и радиальный вынос 

загрязнителей).   Все эти данные указывают на весьма значительную способность 

почв удерживать поллютанты, консервировать тяжелые фракции нефти при 

условии крайне низкого темпа их разложения. К тому же, равнинный рельеф и 

высокая обводненность создают условия для быстрого распространения 

загрязнений, которые пропитывают прежде всего мохово-лишайниковую 

дернину. Снежный покров уменьшает, но не предотвращает проникновение нефти 

в моховой покров и почву. Основное ее количество, как правило, остается в слое 

до 10 см при  глубине промачивания около 30 см. В переувлажненых торфянисто-

глеевых болотных почвах высокий уровень грунтовых вод удерживает 

загрязнитель в верхнем 20-ти сантиметровом слое (Экологический паспорт…, 

2007). 

Эксперимент по очистке почвы от свежего разлива нефти проводили на 

территории на территории Пуровского района ЯНАО с 22 августа по 21 сентября 

2012 г. Содержание нефти в почве составило 4,88%. В период испытания 

температура воздуха колебалась в интервале от 0 до 9°С.  

Через две недели после начала эксперимента содержание нефтепродуктов в 

почве  опытной части участка, обработанной суспензией микроорганизмов  

психротолерантного штамма P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
, уменьшилось до 2,61%, а 

еще через  две недели –  до 0,44%. На контрольной части количество загрязнителя 

к концу испытания существенно не изменилось (4,80%). Таким образом, 
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суспензия микроорганизмов штамма P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 может 

использоваться для биорекультивации нефтезагрязненных грунтов в Западной 

Сибири. Способ очистки почвы от нефти в условиях низкой положительной 

температуры указанным психротолерантным штаммом бактерий запатентован в 

Российской Федерации  (Патент РФ № 2539148). 

 

11.3. Биологическая рекультивация отхода нефтехимического 

предприятия с помощью консорциума микроорганизмов  

A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1 и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2,  

а также штамма P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 

На большинстве нефтеперерабатывающих предприятий в качестве 

природного адсорбента в процессе регенерации минеральных масел и для их 

контактной доочистки используют отбеливающую глину. Она является 

продуктом неполного выветривания изверженных горных пород (базальтов, 

вулканических шлаков, туфов) и их разложения под действием воды, двуокиси 

углерода и других факторов. В результате образуются породы более рыхлой и 

пористой структуры, с заметными сорбционными свойствами (бентониты, опоки, 

гумбрин, фуллеровы земли и др.), представляющие собой гидроалюмосиликаты 

различного состава. Поглотительная способность отбеливающих глин связана с 

их пористой структурой, обусловливающей высокоразвитую поверхность. 

Преимуществом таких адсорбентов является их относительная доступность и 

дешевизна, связанные с наличием большого числа месторождений и  простотой 

добычи. Отработанная (нефтезагрязненная) отбеливающая глина по степени 

вредного воздействия на окружающую среду относится  к отходам 3  класса 

опасности − умеренно опасные отходы (код по Федеральному 

классификационному каталогу отходов 30822101333) (ФККО, 2017). 

Самоочищение таких субстратов идет крайне медленно и   лимитируется высоким 

содержанием поллютантов, недостатком биогенных элементов и низкой 

численностью микроорганизмов, участвующих в процессах биотрансформации 
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поллютантов. Отвалы нефтезагрязненной отбеливающей глины занимают 

обширные территории, уродуют ландшафт и могут служить источником 

вторичного загрязнения окружающей среды. Например, только в результате 

деятельности ПАО «Орскнефтеоргсинтез» накоплено около 100 тыс. т  этого 

отхода (Логинов и др., 2009).  

Полевой эксперимент по биорекультивации нефтезагрязненной 

отбеливающей глины   проводили на полигоне промышленных отходов ПАО 

«Орскнефтеоргсинтез» (Оренбургская обл.) с июня 2013 по июль 2014 г. В 

климатическом отношении рассматриваемый район относится к степной зоне 

Южного Урала. Климат континентальный, засушливый. Его основными чертами 

являются холодная зима, жаркое сухое лето, короткий весенний период с 

быстрым переходом от весны к лету. С ноября по март поверхность почвы имеет 

отрицательную температуру. В период с июля по ноябрь 2013 г. выпало много 

дождей и среднемесячные нормы осадков были значительно превышены, но 

температура воздуха соответствовала среднемесячным показателям. Погода с 

декабря 2013 г. по апрель 2014 г. соответствовала климатическим нормам. В мае и 

июле 2014 г. средняя температура была близка к норме (19 и 19,9
о
С 

соответственно), но количество осадков было в несколько раз ниже нормы (8 и 5 

мм соответственно). В июне 2014 г. средняя температура была 20,8
о
С, влажность 

незначительно превышала норму (42 мм). 

Перед началом эксперимента среднее содержание нефтепродуктов по массе 

составляло на первом участке 7,12%, на втором  – 22,76%. Участки были разбиты 

на делянки, каждую их которых несколько раз обрабатывали или консорциумом 

микроорганизмов A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1  и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 или 

штаммом P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
.  

С помощью указанных биопрепаратов за год эксперимента удалось 

уменьшить количество нефтепродуктов на  первом  участке с 7,12% до 2,30-

2,33%,  на втором  – с 22,76% до 10,57-10,82% (рис. 11.2).  
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Рисунок 11.2 – Содержание нефтепродуктов в отработанной отбеливающей 

глине на слабозагрязненном (А) и сильнозагрязненном (Б) рекультивируемых 

участках. Консорциум – консорциум микроорганизмов A. calcoaceticus ИБ ДТ-

5.1/1  и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 

 

Загрязненная отбеливающая глина является техногенным отходом и 

характеризуется  низкой численностью микроорганизмов основных эколого-
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трофических групп. На обоих участках исходный титр гетеротрофных и 

углеводородокисляющих микроорганизмов составлял менее ~10
4 

 КОЕ/г, а 

азотфиксирующих микроорганизмов – менее ~10
3
 КОЕ/г. Внесение 

нефтеокисляющих бактерий (как консорциума, так и штамма P. turukhanskensis 

ИБ 1.1
Т
) способствовало  увеличению численности гетеротрофных 

микроорганизмов, которая в августе 2013 г. составила на первом участке ~10
7
 

КОЕ/г, а на втором  ~10
6
 КОЕ/г (табл. 11.2). В ноябре численность этой группы 

микроорганизмов снизилась на обоих участках до  ~10
5
-10

6 
КОЕ/г, а к концу 

эксперимента составила ~10
4
-10

5 
КОЕ/г. На контрольных делянках обоих 

участков количество гетеротрофных микроорганизмов в ходе опыта ни разу не 

превысило ~10
4 

КОЕ/г,  а к моменту его завершения (июль 2014 г.) вернулось на 

уровень менее 10
4 
КОЕ/г. 

 

Таблица 11.2 − Динамика численности гетеротрофных микроорганизмов в 

отработанной отбеливающей глине, КОЕ/г 

 

У
ч

ас
то

к
 

Вариант опыта 

Даты отбора проб 

10.07.13 08.08.13 02.10.13 13.11.13 16.07.14 

 

 

1 

 

 

 

 

2 

Консорциум (8,1±0,5)·10
6
 (9,1±0,4)·10

7
 (2,4±0,2)·10

7
 (8,3±0,2)·10

5
 (7,2±0,4)·10

5
 

P. turukhanskensis 

 ИБ 1.1
Т
 

(2,7±0,2)·10
6
 (5,0±0,4)·10

7
 (5,7±0,4)·10

7
 (9,5±0,3)·10

6
 (9,3±0,3)·10

5
 

Контроль (2,1±0,1)·10
4
 (3,1±0,3)·10

4
 (4,4±0,2)·10

4
 (2,2±0,2)·10

4
 менее 10

4
 

 

 

2 

Консорциум (1,0±0,1)·10
6
 (6,2±0,3)·10

6
 (3,7±0,2)·10

6
 (8,3±0,5)·10

5
 (9,2±0,4)·10

4
 

P. turukhanskensis 

ИБ 1.1
Т
 

(8,0±0,4)·10
5
 (4,0±0,3)·10

6
 (4,1±0,3)·10

6
 (7,3±0,3)·10

6
 (6,8±0,5)·10

5
 

Контроль (1,2±0,1)·10
4
 (1,5±0,1)·10

4
 (2,3±0,4)·10

4
 (1,3±0,1)·10

4
 менее 10

4
 

 

Интродукция дополнительного количества бактерий-нефтедеструкторов 

позволила увеличить количество углеводородокисляющих микроорганизмов на 

обоих участках (табл. 11.3).  
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Таблица 11.3 − Динамика численности углеводородокисляющих 

микроорганизмов в отработанной отбеливающей глине, КОЕ/г 
У

ч
ас

то
к
 

Вариант опыта 

Даты отбора проб 

10.07.13 08.08.13 02.10.13 13.11.13 16.07.14 

 

 

1 

 

 

 

 

2 

Консорциум (4,0±0,2)·10
6
 (8,4±0,4)·10

7
 (1,5±0,2)·10

6
 (4,7±0,3)·10

5
 (9,6±0,3)·10

4
 

P. turukhanskensis  

ИБ 1.1
Т
 

(1,2±0,3)·10
6
 (3,0±0,2)·10

7
 (9,4±0,4)·10

6
 (4,8±0,2)·10

6
 (6,8±0,5)·10

5
 

Контроль менее 10
4
 менее 10

4
 менее 10

4
 менее 10

4
 менее 10

4
 

 

 

2 

Консорциум (7,7±0,5)·10
5
 (6,0±0,4)·10

5
 (1,0±0,3)·10

6
 (4,7±0,3)·10

5
 (4,5±0,2)·10

4
 

P. turukhanskensis 

ИБ 1.1
Т
 

(4,8±0,3)·10
5
 (3,0±0,1)·10

5
 (2,9±0,4)·10

6
 (9,0±0,4)·10

5
 (5,3±0,5)·10

5
 

Контроль менее 10
4
 менее 10

4
 менее 10

4
 менее 10

4
 менее 10

4
 

 

Численность УОМ на первом участке стабильно возрастала в течение лета, 

достигнув максимума в августе 2013 г. (~10
7 

КОЕ/г). На втором участке 

наибольшее значение этого показателя  установлено в начале октября (~10
6 
КОЕ/г). 

На обоих участках к концу опыта наибольший титр углеводородокисляющих 

микроорганизмов был зафиксирован на делянках, обработанных бактериями P. 

turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 − ~10

5 
КОЕ/г. На контрольных делянках обоих участков 

титр УОМ за время  эксперимента всегда был менее ~10
4 
КОЕ/г. 

Отработанная отбеливающая глина обладает крайне низкой численностью 

диазотрофных микроорганизмов. За период с июня по ноябрь 2013 г. 

включительно, в результате периодического внесения биопрепаратов она 

возросла на первом участке до ~10
5
-10

6 
КОЕ/г, а на втором – до ~10

5 
КОЕ/г (табл. 

11.4). В пробах, отобранных с двух участков в июле 2014 г. обнаружено, что 

число азотфиксирующих микроорганизмов снизилось по сравнению с таковым в  

ноябре 2013 г. (~10
4
-10

5 
КОЕ/г), но, по-прежнему, было выше, чем в контроле. 
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Таблица 11.4 − Динамика численности азотфиксирующих микроорганизмов в 

отработанной отбеливающей глине, КОЕ/г 

 

У
ч

ас
то

к
 

Вариант опыта 

Даты отбора проб 

10.07.13 08.08.13 02.10.13 13.11.13 16.07.14 

 

 

1 

 

 

 

 

2 

Консорциум (4,0±0,5)·10
6
 (1,2±0,3)·10

6
 (2,2±0,4)·10

6
 (2,3±0,5)·10

6
 (4,3±0,3)·10

5
 

P. turukhanskensis  

ИБ 1.1
Т
 

(1,5±0,3)·10
5
 (1,0±0,2)·10

6
 (7,0±0,3)·10

5
 (6,9±0,5)·10

5
 (2,0±0,1)·10

5
 

Контроль менее 10
3
 (1,4±0,2)·10

3
 менее 10

3
 менее 10

3
 менее 10

3
 

 

 

2 

Консорциум (3,7±0,2)·10
5
 (5,0±0,2)·10

5
 (1,0±0,3)·10

6
 (3,6±0,4)·10

5
 (4,2±0,5)·10

4
 

P. turukhanskensis 

ИБ 1.1
Т
 

(7,0±0,4)·10
4
 (4,0±0,2)·10

4
 (1,6±0,4)·10

5
 (2,7±0,2)·10

5
 (6,6±0,5)·10

4
 

Контроль менее 10
3
 менее 10

3
 менее 10

3
 менее 10

3
 менее 10

3
 

 

Показатель остаточного содержания углеводородов не всегда напрямую 

указывает на степень фитотоксичности субстрата, так как в процессе разложения 

нефтепродуктов могут накапливаться промежуточные продукты обмена, 

негативно воздействующие на  растения. Семена редиса очень плохо прорастали в 

загрязненной отбеливающей глине (всхожесть на первом участке составила 30%, 

на втором – 16%). Внесение микроорганизмов позволило снизить 

фитотоксичность субстрата (табл. 11.5). К концу эксперимента (июль 2014 г.) 

применение консорциума микроорганизмов A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1 и O. 

intermedium ИБ ДТ-5.3/2 и штамма P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 почти полностью 

нейтрализовало отрицательное воздействие отработанной отбеливающей глины 

на растения на первом участке. Всхожесть семян редиса в этих вариантах опыта 

составила (95±6,6) и (92±13,1)% соответственно. На сильнозагрязненном участке 

использование биопрепаратов значительно снижало вредное влияние 

нефтепродуктов на семена редиса, хотя и в меньшей степени. При обработке  

консорциумом проросло (86±12,1)% семян, а при инокуляции  штаммом P. 

turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 – (85±8,2)%. В то же время на контрольных делянках на 
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первом участке всхожесть увеличилась незначительно, а на сильнозагрязненном 

участке практически не изменилась. 

Таблица  11.5 − Влияние интродукции микроорганизмов на всхожесть семян 

редиса 

 

У
ч

ас
то

к
 

Вариант опыта 

Всхожесть семян редиса, % 

10.07.13 08.08.13 02.10.13 13.11.13 16.07.14 

 

 

1 

 

 

 

 

2 

Консорциум 54±4,8 80±12,1 90±5,8 92±7,5 95±6,6 

P. turukhanskensis  

ИБ 1.1
Т
 

50±7,1 76±3,5 84±11,4 90±8,6 92±13,1 

Контроль 31±3,5 34±4,6 39±3,8 40±4,5 40±5,3 

 

 

2 

Консорциум 40±6,5 62±3,4 77±6,9 84±4,3 86±12,1 

P. turukhanskensis  

ИБ 1.1
Т
 

35±5,3 60±4,7 70±10,2 83±9,7 85±8,2 

Контроль 16±2,6 17±1,8 18±2,1 18±3,2 17±2,9 

 

 

Таким образом, внесение биомассы нефтеокисляющих микроорганизмов 

позволяет снизить содержание углеводородов в отработанной отбеливающей 

глине, способствует увеличению в ней численности гетеротрофных, 

углеводородокисляющих и азотфиксирующих микроорганизмов, создает условия 

для роста и развития растений. Как с помощью консорциума микроорганизмов  A. 

calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1 и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2, так и с помощью 

бактерии P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 получены практически одинаково хорошие  

результаты на обоих участках. 

Полученные данные позволяют рекомендовать консорциум 

микроорганизмов  A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1 и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2, а 

также штамм P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 для обезвреживания 

углеводородсодержащих отходов нефтехимической промышленности. 
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11.4. Биорекультивация почвы после нефтяного разлива с помощью 

консорциума микроорганизмов A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1 и O. intermedium 

ИБ ДТ-5.3/2, а также штамма P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 

Ханты-Мансийский автономный округ – Югра (ХМАО – Югра), занимает 

первое место в России по добыче «черного золота» (около 43%  от 

общероссийской добычи) (Добыча нефти в Ханты-Мансийском…, 2017; 

Информация о добыче …, 2018).  К сожалению, округ лидирует также и по числу 

чрезвычайных ситуаций, связанных с выбросами нефти и нефтепродуктов, 

причём не только в стране, но и во всём  мире. Хотя в последнее время и 

наметилась устойчивая положительная тенденция к уменьшению объёмов и 

количества аварий в этом регионе (Доклады об экологической …), задача очистки 

почвы от этих поллютантов по-прежнему остается  очень актуальной − площадь 

загрязненных земель на конец 2016 г. в автономном округе составила 3982 га 

(Доклады об экологической …). Для этого региона с суровыми природно-

климатическими условиями (резко континентальный климат, пониженные 

среднегодовые температуры, недостаток аэрации, отсутствие необходимого 

количества биогенных элементов, скудность флоры и фауны и др.) характерны 

почвы с высокой степенью заболоченности, повышенной концентрацией соли, 

низкими значениями рН, слабым гумусовым слоем и крайне малой скоростью 

микробиологических процессов. Естественное самоочищение таких территорий 

от нефтяного загрязнения с помощью эндогенных микроорганизмов является 

очень длительным процессом, который может растянуться на десятилетия. Все 

это усугубляется очень незначительной активностью физико-химических 

факторов разложения (солнечное излучение, ферменты микроорганизмов, 

растений и химические окислители) (Чижов и др., 2008; Алексеев, 2011).  

Помимо количества разлитой нефти, размеры загрязнённых участков 

зависят и от почвенно-географических особенностей местности, на которой 

произошла авария. Общая выравненность рельефа и высокий уровень грунтовых 

вод, характерные для болотных ландшафтов ХМАО – Югры, способствуют 
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обширному распространению поллютанта в разные стороны от места попадания 

его в окружающую среду.  Иногда за счёт значительной сорбционной 

способности торфа формируются локальные участки  с очень высокой степенью 

загрязнения. Поэтому, в первую очередь, для ликвидации нефтяных разливов 

применяют сбор и откачку нефти. Потом, в зависимости от конкретных условий, 

проводится рекультивация торфом с подсыпкой песка, либо рыхление 

торфогрунта, либо обработка биопрепаратами, содержащими микроорганизмы, 

утилизирующие широкий спектр углеводородов (Казанцева и др., 2001). 

Последний приём является наиболее эффективным способом восстановления 

экологически чистой обстановки в природных условиях без нарушения 

естественного биоценоза.  

Полевой эксперимент по очистке нефтезагрязенной торфянистой почвы 

осуществляли на территории Нефтеюганского района Ханты-Мансийского 

автономного округа – Югры  в период с сентября 2013 г. по   июнь 2015 г. На 

месте нефтеразлива годичной данности (содержание загрязнителя очень высокое 

– в среднем 70,3%) разбили  делянки, каждую из которых однократно обработали 

1 л бактериальной суспензии с титром 1·10
8 
КОЕ/мл, содержащей или консорциум 

микроорганизмов A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1  и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 или  

штамм P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
.  

Нефтеюганский район характеризуется резко-континентальным климатом с 

суровой долгой зимой (период с устойчивыми морозами длится 150-160 дней, 

средняя температура воздуха в январе -21
о
С), короткой и бурной весной, 

непродолжительным тёплым и влажным летом (среднемесячная температура 

июля  17
о
С) и короткой осенью. Смена сезонов происходит быстро и резко. 

Количество атмосферных осадков умеренное – 450-500 мм в год. В сентябре 2013 

г. стояла тёплая погода с кратковременными осадками (среднемесячные 

показатели  в сентябре 2013 г.: температура – 7,8ºС,  количество осадков – 32 мм). 

В дальнейшем отбор проб производили уже в следующих вегетационных сезонах 

(03.06.2014, 29.08.2014 и 28.05.2015  г.). Зима 2013-2014 гг. была среднеснежная, 
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среднемесячная температура составила -19,9
о
С. Весна 2014 г. была теплая 

(среднемесячная температура 2,1
о
С), с большим количеством осадков. Лето 2014 

г. было неоднородным по погодным условиям: теплый июнь (14,2
о
С) с недобором 

осадков, холодный (13,3
о
С) дождливый июль, относительно теплый (14,1

о
С) 

август с умеренным количеством осадков. Осень 2014 г. была холодной с 

большим количеством осадков. Зимой 2014-2015 гг.       преобладала 

неустойчивая погода, теплее обычного  по сравнению со средними многолетними 

характеристиками (-17,9
о
С), с частыми контрастными колебаниями 

температурного режима. Переходный период к летнему полугодию начался 

раньше своих средних многолетних сроков.      Весна 2015 г. была ранней и 

теплой (2,6
 о
С). 

Динамика содержания нефтепродуктов в рекультивируемой почве в ходе 

эксперимента отражена на рисунке 11.3.  
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Рисунок 11.3 – Содержание нефтепродуктов в почве на месте разлива 

нефти. Консорциум – консорциум микроорганизмов A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1  

и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 
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Эффективность консорциума и штамма P. turukhanskensis ИБ-1.1
Т
 в начале 

эксперимента была одинаковой: интродукция каждого позволила через месяц к 

концу сентября сократить количество поллютанта в почве  с 70,3 до 45,6%. 

Исследование проб, отобранных в начале следующего рекультивационного сезона 

(03.06.2014 г.) показало, что за период с октября 2013 г. по июнь 2014 г. в 

холодных почвенно-климатических условиях процесс разложения 

нефтепродуктов продолжался, хотя и медленными темпами. В целом, к июню 

2014 г. на делянках, инокулированных биопрепаратами,  количество 

нефтепродуктов уменьшилось до 38,9-40,0%. В тоже время  в почве,  содержащей 

только эндогенную микробиоту, убыль загрязняющих веществ была 

незначительной – 2,9%.  

Спустя еще один год, в конце мая 2015 г. содержание нефтепродуктов  на 

делянках, обработанных консорциумом, снизилось до 32,7%. Там же, где 

применяли штамм P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
, разложение поллютантов проходило 

более активно  и количество углеводородов уменьшилось  до 23,3%. В тоже 

время,  на контрольных делянках убыль загрязняющих веществ к концу 

эксперимента была незначительной – 5,2%. 

Нефтезагрязнённая почва характеризовалась низкой численностью 

микроорганизмов − перед началом эксперимента титр гетеротрофных 

микроорганизмов составлял (2,9±0,2)∙10
4 

 КОЕ/г, а УОМ – (5,7±0,3)∙10
3 

 КОЕ/г. 

Анализ микробиологических параметров опытных делянок показал, что под 

влиянием интродукции бактериальных препаратов произошло увеличение 

численности микроорганизмов этих групп (табл.  11.6). К концу полевого 

испытания количество гетеротрофных микроорганизмов в обработанной почве 

возросло на 2-3 порядка. Наибольшее увеличение этого показателя произошло 

при применении штамма P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
. Его эффективность нарастала 

постепенно: к началу рекультивационного сезона 2014 г. титр микроорганизмов 

изучаемой группы на делянках, инокулированных этим биопрепаратом, была на 1 

порядок ниже (~10
6
 КОЕ/г), чем там, где применялся консорциум 

микроорганизмов A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1  и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 (~10
7
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КОЕ/г); к сентябрю 2014 г. оба биопрепарата продемонстрировали одинаковую 

результативность (~10
7
 КОЕ/г); к началу лета 2015 г. популяция гетеротрофных 

микроорганизмов на делянках, обработанных штаммом P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
, 

сохранила свою численность на уровне  10
7
 КОЕ/г, в то время как в варианте с 

консорциумом она составила ~10
6
 КОЕ/г. 

 

Таблица  11.6 − Численность гетеротрофных и углеводородокисляющих 

микроорганизмов в нефтезагрязненной почве, КОЕ/г 

 

Вариант опыта 
Даты отбора проб 

15.09.2013 30.09.2013 03.06.2014 29.08.2014 28.05.2015 

                       Гетеротрофные микроорганизмы 

Консорциум (4,5±0,2)·10
5
 (9,8±0,4)·10

6
 (4,9±0,1)·10

7 
(9,5±0,4)·10

7
 (7,2±0,3)·10

6
 

P. turukhanskensis 

 ИБ 1.1
Т
 

(1,7±0,3)·10
5
 (3,4±0,2)·10

6
 (8,7±0,4)·10

6
 (8,2±0,2)·10

7
 (5,9±0,2)·10

7
 

Контроль (3,8±0,3)·10
4
 (4,2±0,3)·10

4
 (4,1±0,2)·10

4
 (7,1±0,5)·10

4
 (2,2±0,1)·10

4
 

                               Углеводородокисляющие микроорганизмы 

Консорциум (1,2±0,1)·10
5
 (5,1±0,4)·10

6
 (4,7±0,3)·10

6
 (8,1±0,5)·10

6
 (3,5±0,2)·10

6
 

P. turukhanskensis 

ИБ 1.1
Т
 

(8,3±0,4)·10
4
 (1,6±0,1)·10

6
 (4,1±0,5)·10

6
 (3,3±0,1)·10

7
 (3,1±0,1)·10

7
 

Контроль (8,8±0,1)·10
3
 (1,4±0,2)·10

4
 (1,0±0,3)·10

4
 (3,1±0,2)·10

4
 (7,4±0,3)·10

3
 

 

Инокуляция загрязненной почвы бактериями-нефтедеструкторами  

способствовала существенному (на 3-4  порядка) увеличению числа 

микроорганизмов, разлагающих углеводороды.  Лучшие результаты были 

получены с помощью  штамма P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
, благодаря которому 

численность  УОМ к концу рекультивационного периода 2014 г. и началу нового 

сезона 2015 г. держалась на стабильно высоком уровне  (~10
7
 КОЕ/г).  

Рост плотности микробной популяции является одним из признаков 

активной биодеструкции нефти в почве. На контрольных делянках количество 

гетеротрофных микроорганизмов в течение опыта не превысило ~10
4 

КОЕ/г, а 
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численность УОМ  в ходе эксперимента возросла на 1 порядок до ~10
4 
КОЕ/г, но к 

его завершению  снизилась до исходного уровня ~10
3 
 КОЕ/г. 

Таким образом, в ходе проведения полевого эксперимента установлено, что 

однократная интродукция  как консорциума микроорганизмов A. calcoaceticus ИБ 

ДТ-5.1/1  и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2, так   и штамма P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 

способствует биодеградации углеводородов в высокозагрязненной почве и 

повышению в ней численность микроорганизмов основных эколого-трофических 

групп. Лучшие результаты достигнуты  за счет внесения психротолерантного 

штамма P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
, с помощью которого за  21 месяц экспозиции 

удалось снизить содержание  нефтепродуктов в почве с  70,3 до 23,3% и увеличить 

численность гетеротрофных (на 3 порядка) и углеводородокисляющих 

микроорганизмов (на 4 порядка).  Полученные данные позволяют рекомендовать  

этот штамм к применению для очистки нефтезагрязненных грунтов в зоне 

холодного и умеренного климата  осенью и ранней весной с целью удлинения   

рекультивационного сезона.  

 

11.5. Очистка водной поверхности болота, загрязненного нефтью, с 

помощью консорциума микроорганизмов  

A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1 и  O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 

Равнинная часть ЯНАО почти на 90% лежит в пределах высот до 100 

метров над уровнем моря, что в сочетании с избыточным увлажнением и 

наличием многолетней мерзлоты способствует образованию многочисленных 

болот и озер. Поэтому проблема загрязнения водной среды нефтью очень 

актуальна для ЯНАО. Очистка   таких  объектов    является  одной  из  самых 

сложных  и  трудоемких  задач  при ликвидации  последствий аварийных  

нефтеразливов. Это связано с разнообразием  процессов  трансформации  нефти,  

происходящих в  воде  (испарение,   растворение,   эмульгирование,   окисление, 

образование  агрегатов,  седиментация,  биодеградация), на которые влияют как    

состав и количество загрязнителя в водной среде, так и условия в водоемах 
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(наличие коллоидных и  взвешенных частиц, планктона, температуры, солнечного 

освещения и т.д.). 

После аварии в мае 2015 г. содержание нефти в непроточном болоте 

площадью 400 м
2
  и глубиной 1-1,2 м на территории Пуровского района ЯНАО 

составило 14,6%. Для очистки объекта 4 л суспензии консорциума 

микроорганизмов A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1  и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 с 

титром 1,8·10
8
 КОЕ/мл разводили в 100 л водопроводной воды и равномерно 

разбрызгивали  на поверхность объекта. После этого производили аэрирование 

путем забора и возврата воды. Такой прием − внесение биологических препаратов 

с одновременным аэрированием неглубоких водоемов с целью увеличения уровня 

растворенного в воде кислорода    активизирует микробиологическую деструкцию 

нефти и позволяет существенно ускорить процесс восстановления загрязненных 

экосистем. Дневная температура при проведении рекультивации была 14-20°С.  

Однократное внесение консорциума  микроорганизмов A. calcoaceticus ИБ 

ДТ-5.1/1  и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 снизило содержание поллютанта через 

четыре недели до 0,4%. Степень биодеструкции нефти составила 97,3%. В 

водоеме появились водоросли, которые отсутствовали перед началом 

эксперимента, что является характерным свидетельством удаления загрязнителя. 

Способ очистки водных поверхностей от нефтяного загрязнения с помощью 

консрциума  микроорганизмов A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1  и O. intermedium ИБ 

ДТ-5.3/2 запатентован в Российской Федерации (Патент РФ № 2627598). 

 

                                                         *** 

Таким образом, в результате проведения полевых экспериментов 

установлено, что выделенные и  изученные микроорганизмы-нефтедеструкторы 

могут эффективно использоваться для очистки различных объектов окружающей 

среды от нефтяного загрязнения. Так, показано, что  в  резко-континентальном 

климате Западного Казахстана и континентальном климате Южного Урала 

применение консорциума микроорганизмов A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1  и O. 

intermedium ИБ ДТ-5.3/2, а также  штамма P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 является  
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эффективным приемом  для обезвреживания нефтесодержащих отходов, таких 

как нефтяной шлам и отработанная отбеливающая глина.  Доказано, что 

обработка штаммом P.  turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 способствует удалению из почвы 

нефтяного загрязнения при низких положительных температурах в почвенно-

климатических условиях Западной Сибири. Подтверждено предположение о том, 

что консорциум микроорганизмов A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1  и O. intermedium 

ИБ ДТ-5.3/2 может использоваться для очистки природных водоемов от нефти.  

Данные, полученные в лабораторных и полевых экспериментах, были 

использованы для дальнейших исследований, связанных с разработкой новых 

полифункциональных биопрепаратов-нефтедеструкторов и технологий их 

получения и применения.  
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ГЛАВА 12. ТЕХНОЛОГИЯ ПРОИЗВОДСТВА БИОПРЕПАРАТОВ-

НЕФТЕДЕСТРУКТОРОВ СЕРИИ «ЛЕНОЙЛ»® 

12.1. Описание биопрепаратов-нефтедеструкторов серии «Ленойл»® 

В результате проведенных исследований была разработана серия 

биопрепаратов-нефтедеструкторов под торговой маркой «Ленойл»®  и получено 

Свидетельство на товарный знак (Приложение № 8). Она включает в себя 

биопрепараты «Ленойл»®, СХП, «Ленойл»® – супер, СХП, «Ленойл»® – гранд, 

СХП  и «Ленойл»® – NORD, СХП, предназначенные для очистки различных 

объектов окружающей среды от нефтяного загрязнения, обезвреживания 

нефтесодержащих отходов и восстановления почв. Биопрепарат «Ленойл»® – 

NORD, СХП, помимо прочего, может применяться в условиях низких 

положительных температур Западной Сибири. 

Биопрепараты представляют собой сухие порошки (СХП) от светло-

кремового до коричневого цвета, со специфическим, свойственным микробному 

препарату запахом, основа которых – жизнеспособные клетки непатогенных 

штаммов микроорганизмов, растущие на нефти и дизельном топливе (титр не 

менее 1∙10
8
 КОЕ/г). Сухая препаративная форма пригодна для длительного 

хранения (срок годности 2 года)  и перевозки на значительные расстояния. 

 Биопрепараты производятся также и в жидком виде, что удобно при 

использовании их на объектах, расположенных недалеко от места производства. 

Жидкая форма биопрепарата серии Ленойл»® представляет собой культуральную 

жидкость с титром жизнеспособных клеток не менее 1∙10
9
 КОЕ/мл (срок хранения 

до 3-х месяцев).  

В состав биопрепарата «Ленойл»®, СХП входят клетки микроорганизмов A. 

calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1  и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2; в состав «Ленойл»® – 

супер, СХП – клетки микроорганизмов A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1, O. 

intermedium ИБ ДТ-5.3/2 и P. koreensis ИБ-4; в состав «Ленойл»® – гранд, СХП  – 

клетки микроорганизмов A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1, O. intermedium ИБ ДТ-

5.3/2, P. koreensis ИБ-4 и P. ehimensis  IB 739; в состав биопрепарата «Ленойл»® – 

NORD, СХП входят клетки микроорганизма  P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
. Помимо 
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окислительной активности, свойственной биопрепарату «Ленойл»®, СХП, 

биопрепараты «Ленойл»® – супер, СХП и «Ленойл»® – гранд, СХП обладают 

нитрогеназной, нитрогеназной и ростстимулирующей активностью 

соответственно. Биопрепарат  «Ленойл»® – NORD, СХП обладает окислительной 

активностью, в т.ч.  при низких положительных температурах. 

Штаммы, входящие в состав биопрепаратов, депонированы во 

Всероссийскую коллекцию микроорганизмов, Испанскую коллекцию типовых 

культур и хранятся в Коллекции микроорганизмов Уфимского Института 

биологии УФИЦ РАН.  

В состав препаратов вместе с действующими микробными штаммами 

входит незначительное количество компонентов сред для выращивания 

микроорганизмов, а также наполнитель (в сухие препаративные формы).  

По величинам токсических доз при однократном воздействии на организм 

биопрепараты серии «Ленойл»® в соответствии с ГОСТ 12.1.007-76 относятся к 4 

классу опасности (вещества малоопасные) (Приложения №№ 9-12). 

Биопрепараты должны храниться в сухих, чистых, вентилируемых и 

отапливаемых помещениях по ГОСТ 28471. 

 

12.2. Технические условия на биопрепараты-нефтедеструкторы серии 

«Ленойл»® 

Разработаны и соответствующим образом зарегистрированы  технические 

условия на биопрепараты-нефтедеструкторы «Ленойл»®, СХП, «Ленойл»® – 

гранд, СХП и «Ленойл»® – супер, СХП (титр не менее 1∙10
8
 КОЕ/г) (ТУ 9291-001-

33822935-2012) (Приложение № 13), которые состоят из следующих разделов: 

1. Технические требования; 

1.1. Биопрепараты должны соответствовать требованиям технических 

условий и изготовливаться по утвержденному в установленном порядке 

технологическому регламенту; 

1.2. Требования к физико-химическим и микробиологическим показателям 

биопрепаратов; 
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1.3. Требования к сырью; 

1.4. Упаковка; 

1.5. Маркировка; 

2. Требования безопасности; 

2.1. Токсикологическая характеристика; 

2.2. Пожароопасные свойства; 

2.3. Меры профилактики; 

2.4. Охрана окружающей среды; 

2.5. Меры первой помощи; 

3. Правила приемки; 

4. Методы испытаний; 

4.1. Отбор точечных проб и приготовление объединенной   пробы; 

4.2. Определение внешнего вида; 

4.3. Определение массовой доли влаги; 

4.4. Определение концентрации бактериальных клеток; 

4.5. Определение числа клеток посторонних микроорганизмов; 

4.6. Определение окислительной активности биопрепарата; 

4.7. Определение нитрогеназной активности; 

4.8. Определение ростстимулирующей активности; 

5. Транспортирование и хранение; 

6. Указания по применению; 

7. Гарантии изготовителя. 

Разработаны и соответствующим образом зарегистрированы  технические 

условия на биопрепарат-нефтедеструктор  «Ленойл»® – NORD, СХП (титр не 

менее 1·10
8
 КОЕ/г) (ТУ 9291-007-33822935-2014) (Приложение № 14), которые  

состоят из тех же разделов, что и технические условия на биопрепараты 

«Ленойл»®, СХП, «Ленойл»® – гранд, СХП и «Ленойл»® – супер, СХП, за 

исключением того, что п. 4.7. «Определение нитрогеназной активности» заменен 

на п. 4.7. «Определение окислительной активности биопрепарата при низких 
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положительных температурах», а  п. 4.8. «Определение ростстимулирующей 

активности» отсутствует. 

Получены Сертификаты соответствия выпускаемой продукции требованиям 

нормативных документов (Приложения №№ 15, 16). 

 

12.3. Внутренние технологические регламенты промышленного 

производства биопрепаратов-нефтедеструкторов серии «Ленойл»® 

Разработаны и утверждены внутренние технологические регламенты на 

получение биопрепарата «Ленойл»®, СХП,  «Ленойл»® − гранд, СХП, 

«Ленойл»® − супер, СХП (титр не менее 1∙10
8
 КОЕ/г) (ТУ 9291-001-33822935-

2012) и биопрепарата «Ленойл»® – NORD, СХП  (титр не менее 1∙10
8
 КОЕ/г) (ТУ 

9291-007-33822935-2014) (Приложения №№ 17, 18), которые  состоят из 

следующих разделов: 

1. Общая характеристика производства; 

2. Характеристика производимой продукции; 

3. Характеристика сырья, материалов, полупродуктов и энергоресурсов; 

4. Описание технологического процесса приготовления препарата и схемы 

производства; 

4.1. Прием, хранение и подготовка сырья; 

4.2. Приготовление питательных сред в лабораторных условиях; 

4.3. Стерилизация ферментера с питательной средой  в автоклаве; 

4.4. Приготовление бактериальной суспензии клеток штаммов A. 

calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1 и O. intermedium ИБ ДТ 5.3/2 или P. koreensis ИБ-4 или 

P. ehimensis ИБ-739 или P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
; 

4.5. Стерилизация технологической системы для наработки биопрепарата; 

4.6. Приготовление и стерилизация питательной среды в ферментере; 

4.7. Засев ферментера  и культивирование в нем микроорганизмов; 

4.8. Фасовка жидкой препаративной формы биопрепарата; 

4.9. Приготовление сухой препаративной формы биопрепаратов; 
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4.9.1. Сепарирование культуральной жидкости; 

4.9.2. Лиофильная сушка замороженной смеси биомассы и криопротектора; 

4.9.3. Приготовление сухой препаративной формы биопрепарата 

«Ленойл»®, СХП; 

4.9.4. Приготовление сухой препаративной формы биопрепарата 

«Ленойл»® − гранд, СХП; 

4.9.5. Приготовление сухой препаративной формы биопрепарата 

«Ленойл»® − супер, СХП; 

4.10. Фасовка готового биопрепарата; 

5. Материальный баланс; 

5.1. Стадия приготовления питательной среды; 

5.2. Стадия культивирования; 

5.3. Стадия сепарации; 

5.4. Стадия лиофилизации; 

5.5. Стадия смешивания с наполнителем; 

6. Нормы расхода сырья и энергосредств; 

7. Контроль производства и управление технологическим процессом; 

 8. Возможные неполадки в работе и способы их ликвидации; 

9. Характеристика основного технологического оборудования; 

9.1. Характеристика реакторного и емкостного оборудования; 

9.2. Характеристика теплообменного оборудования; 

9.3. Характеристика сушильного оборудования; 

9.4. Характеристика оборудования для сепарации культуральной жидкости; 

9.5.  Характеристика насосно-компрессорного оборудования; 

10. Характеристика отходов, сточных вод. Технологические решения по 

охране окружающей среды; 

11. Безопасная эксплуатация производства; 

11.1. Перечень основных нормативов; 

11.2. Мероприятия, предусмотренные в проекте по обеспечению 

безопасности технологического процесса; 
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11.3. Гигиеническая характеристика веществ, используемых в производстве; 

11.4. Перечень взрыво- и пожароопасных веществ (материалов); 

11.5. Перечень опасных мест производства; 

11.6. Способы обезвреживания токсичных, взрывоопасных и  

пожароопасных продуктов в случае аварии и разливов; 

11.7. Противопожарные мероприятия; 

11.8. Санитарно-гигиенические требования; 

12. Перечень обязательных инструкций. 

Промышленное производство биопрепаратов серии «Ленойл»® в виде 

культуральной жидкости и сухого порошка осуществляет ЗАО НПП 

«Биомедхим» (г. Уфа). Всего с июня 2012 г. было получено 75210 кг 

биопрепаратов в сухом виде и более 384200 л  – в жидкой препаративной форме 

(Приложение № 19). Менеджмент качества производства биопрепаратов 

соответствует положениям и требованиям стандарта ГОСТ Р ИСО 9001-2015 (ISO 

9001:2015) (Приложение № 20). 

 

12.4. Технологическая схема  промышленного производства 

биопрепаратов-нефтедеструкторов серии «Ленойл»® 

 

На рисунке 12.1 представлена принципиальная технологическая схема 

промышленного производства биопрепаратов-нефтедеструкторов серии 

«Ленойл»®. Чистую культуру углеводородокисляющих микроорганизмов 

(консорциум микроорганизмов A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1  и O. intermedium ИБ 

ДТ-5.3/2 или штамм P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
) из пробирки с агаризованной 

питательной средой Раймонда путем смыва стерильной водопроводной водой 

пересевают в ферментер объемом 12 л со стерильной жидкой средой Раймонда (9 

л) и дизельным топливом (1%) и выращивают при температуре 28°С, 

перемешивании 180 об/мин, с подачей стерильного воздуха 5-6 л/мин в течение 

24-48 ч. Конечный титр готового инокулята должен быть не менее 4-8·10
9
 

КОЕ/мл. 
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Рисунок 12.1  – Принципиальная технологическая схема промышленного 

производства биопрепаратов-нефтедеструкции серии «Ленойл»®. 1 – фильтр 

тонкой очистки на линии удаления воздуха; 2 – ферментер; 3 – пробоотборник; 4 

– фильтр тонкой очистки на линии подачи воздуха в ферментер; 5 – 

циркуляционный насос; 6 – накопительная емкость для культуральной жидкости; 

7 – сепаратор; 8 – морозильная камера; 9 – лиофильная сушилка 

 

Далее осуществляют стерилизацию технологической системы  для 

наработки биопрепарата.  Для этого получают и стерилизуют сжатый воздух и 

готовят питательную среду (1000 л)  для культивирования микроорганизмов в 

производственном ферментере (1350 л), которую затем  стерилизуют  в  

ферментере и добавляют расчетное количество дизельного топлива. Засевают  

ферментер и выращивают в нем микроорганизмы в течение 48 или 72 ч при 28°С, 

перемешивании 160 об/мин и с подачей воздуха не менее 450 л/мин. 

Температурный режим поддерживают подачей воды (35°С) в рубашку 
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ферментера. В дальнейшем, для контроля процесса культивирования, каждые 16-

18 ч производят отбор проб для определения промежуточных значений рН среды 

и титра клеток.  Готовый жидкий продукт (титр не менее 4-8·10
9
 КОЕ/мл) 

разливают  в пластиковую тару. Для приготовления сухого биопрепарата 

бактериальную суспензию концентрируют сепарацией на бактофуге (9000 об/мин, 

производительность 130 л/ч).  К полученной биомассе микроорганизмов с титром 

не менее 1·10
10

 КОЕ/г  добавляют криопротектор и замораживают при -24°С, 

после чего  помещают в лифильную сушилку (-30…-50°С). К лиофилизату с 

титром микроорганизмов не менее   1·10
11

 КОЕ/г добавляют наполнитель (отруби, 

сухие дрожжи или коалин). Готовый сухой продукт с титром микроорганизмов не 

менее 1·10
8
 КОЕ/г  расфасовывают в бумажные мешки. 

Сухие препараты бактерий P. koreensis ИБ-4 и P. ehimensis  IB 739 

производят по такой же схеме, внося при культивировании в лабораторном 

ферментере пеногаситель и не добавляя дизельное топливо.  Для выращивания 

клеток P. koreensis ИБ-4 питательную среду Раймонда заменяют на среду Кинг Б, 

а для наработки жидкой культуры P. ehimensis  IB 739 используют среду К1 и 

устанавливают температуру 37°С.  

Биопрепарат «Ленойл»® – супер, СХП  получают путем смешивания сухого 

препарата клеток микроорганизмов A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1  и O. intermedium 

ИБ ДТ-5.3/2 и сухого препарата клеток микроорганизмов P. koreensis ИБ-4 в 

соотношении 1:1; биопрепарат «Ленойл»® – гранд, СХП  − путем смешивания 

сухих препаратов клеток микроорганизмов A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1  и O. 

intermedium ИБ ДТ-5.3/2, P. koreensis ИБ-4 и P. ehimensis  IB 739   в соотношении 

1:1:1. 
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ГЛАВА 13. ТЕХНОЛОГИЯ ПРИМЕНЕНИЯ БИОПРЕПАРАТОВ-

НЕФТЕДЕСТРУКТОРОВ СЕРИИ «ЛЕНОЙЛ»® 

Биопрепараты-нефтедеструкторы серии «Ленойл»® широко применяются 

на территории Российской Федерации и за рубежом (Приложение № 21).  

Разработана технология применения биопрепаратов-нефтедеструкторов 

серии «Ленойл»®, которая рекомендуется к использованию в следующих 

случаях: 

− при разработке проектов рекультивации поверхностей и восстановлении 

ранее обработанных площадей как самостоятельный способ биологической 

очистки или как дополнительный (завершающий) этап после механического, 

физического либо другого способа очистки; 

− для ликвидации старых (застарелых) загрязнений нефтепродуктами 

объектов окружающей среды; 

− для обезвреживания нефтесодержащих отходов. 

Технология применения биопрепаратов-нефтедеструкторов серии  

«Ленойл»® заключается в их нанесении на загрязненную поверхность или их 

смешивании с загрязненными нефтепродуктами грунтами и отходами в 

присутствии биогенных элементов (азота, фосфора, калия и др.) в виде обычных 

минеральных удобрений при интенсивной аэрации. При очистке почв, 

извлеченных грунтов производят рыхление, а при очистке водных поверхностей и 

емкостей создают аэрацию путем рециркуляции жидкости. Внесение 

биопрепаратов производят с помощью разбрызгивающих и распылительных 

устройств. 

Технология применения биопрепаратов серии «Ленойл»® способствует 

воссозданию естественных биологических процессов в природных средах за счет 

восстановления единого цикла обмена веществ, что достигается внесением 

микроорганизмов, разлагающих вредные и токсические вещества. 

Наиболее эффективным способом применения биопрепарата из серии 

Ленойл»®  является обработка им грунта в виде рабочей суспензии с 
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минеральными добавками с периодичностью 1 раз в 25-30 дней  (1-4 раза за сезон) 

в зависимости от степени загрязнения и длительности вегетационного периода, 

под поверхностную обработку (вспашка, рыхление, дискование) методом 

дождевания с помощью любых предназначенных для этого агрегатов. 

Биопрепараты можно использовать при среднесуточных температурах воздуха 10-

40°С («Ленойл»®, СХП, «Ленойл»® – супер, СХП и «Ленойл»® – гранд, СХП) 

или 0-20°С («Ленойл»® – NORD, СХП). 

Для интенсификации деструкции углеводородов рекомендуется внесение в 

загрязненный грунт биогенных добавок (жидкий дрожжевой автолизат) из расчета 

1 л на 1 кг сухого биопрепарата из серии Ленойл»®. Для создания оптимального 

водно-воздушного режима для микроорганизмов в рекультивируемом объекте 

полезно добавление органического субстрата (старая солома, силос и т.п.) из 

расчета 30% от массы нефтепродуктов, а также постоянное рыхление и полив 

участка. Для развития углеводородокисляющих бактерий необходима подкормка 

минеральными удобрениями, обеспечивающими содержание основных элементов 

питания, таких как азот, фосфор, калий. Наиболее оптимально использовать 

комплексное азотно-фосфорно-калийное минеральное удобрение (например, 

марки NPK 15:15:15 по ТУ 2186-181-00209438-01) из расчета 10 кг на 1 т 

нефтепродуктов. Минеральные удобрения, биогенные добавки и органический 

субстрат следует применять перед каждой обработкой рабочей суспензией 

биопрепарата. Рекомендуется посев на рекультивируемом участке травосмеси 

многолетних трав. 

При незначительном слое загрязненной почвы – до 30 см и обеспечении 

кислородом, а также элементами минерального питания биопрепарат из серии 

Ленойл»®  способен за летний период практически полностью разложить 

нефтяные углеводороды при их концентрации не более 10% и на 80-87%  − при 

концентрации от 10 до 30%. При содержании нефтепродуктов свыше 30% 

необходимо снизить их концентрацию методом перемешивания загрязненной 

почвы с измельченной соломой, опилками.  
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Очистка водных поверхностей от нефти и нефтепродуктов заключается во 

внесении в загрязненную воду рабочей суспензии биопрепарата из серии 

«Ленойл»® с принудительной аэрацией водного объекта (Патент РФ № 2627598). 

В процессе рекультивации очищаются грунт и песок, загрязненные нефтью 

или нефтепродуктами, а также  обезвреживаются отходы нефтедобывающей и 

нефтепрерабатывающей промышленности (отработанная отбеливающая глина, 

нефтесодержащий шлам).   

13.1. Подготовительные мероприятия технологии применения 

биопрепарата-нефтедеструктора  серии «Ленойл»® 

Для эффективного применения биопрепаратов-нефтедеструкторов  

необходимо произвести следующие подготовительные мероприятия:  

– обследование загрязненного объекта и определение его площади; 

– определение конкретных точек отбора проб с загрязненных объектов, 

отбор с них проб и их анализ с целью определения концентрации загрязнителя, 

физико-химических свойств загрязненного грунта, в том числе рН, наличия 

примесей и т.д., содержания минеральных веществ (азота, фосфора); 

– утверждение вышестоящей организацией проекта рекультивации, иных 

восстановительных работ по очистке загрязненных объектов в соответствии с 

данной технологией, согласование его с природоохранными органами; 

– определение потребности в минеральных и органических удобрениях; 

– подготовка технических средств для приготовления и внесения удобрений 

и рабочей суспензии биопрепарата;  

– приготовление рабочей суспензии биопрепарата.  

 

13.2. Приготовление рабочей суспензии биопрепарата 

 1 кг сухого биопрепарата из серии Ленойл»®  и 0,1 кг комплексной 

минеральной добавки для усиления процессов жизнедеятельности 

микроорганизмов-нефтедеструкторов  (например, «Аммофос» ГОСТ 18918-85) 
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разводят в 200 л технической воды, тщательно перемешивают и вносят 0,2 л 

дизельного топлива для обеспечения бездефицитного питания, необходимого для 

нормальной жизнедеятельности микроорганизмов. Выдерживают 24 ч при 

температуре 20-25
о
С, периодически перемешивая, потом разбавляют в 10 раз. 

Таким образом, из 1 кг сухого биопрепарата получают 2000 л рабочего раствора 

биопрепарата. Для микробиологического разложения 1 т нефтепродуктов 

необходим 1 кг сухого биопрепарата из серии Ленойл»® на одно внесение. При 

использовании жидкого биопрепарата его предварительно разводят до титра 10
8 

КОЕ/мл.  

 

13.3. Технические средства для реализации технологии применения 

биопрепаратов-нефтедеструкторов серии «Ленойл»® 

При биорекультивации в качестве основного оборудования применяются 

выпускаемые серийно и сертифицированные в Российской Федерации устройства, 

обеспечивающие необходимую обработку и полив нефтезагрязненных объектов. 

Потребность в технике зависит от площади загрязненного участка − если она 

меньше  0,5 га используют мотоблок, мотопомпу, грузовой автомобиль; если 

больше 0,5 га − трактор, мотопомпу, грузовой автомобиль. 

 

13.4. Воздействие природно-климатических и почвенно-географических 

условий при использовании биопрепаратов серии  «Ленойл»® для 

биологической рекультивации почв, загрязненных нефтью 

При использовании биопрепаратов должны быть учтены следующие 

факторы: 

–  воздействие низких температур. Биопрепарат «Ленойл»® − NORD, СХП 

активно окисляет углеводороды уже при 0
о
С, что немаловажно в условиях 

Западной Сибири, Крайнего Севера, где короткий период круглосуточных 

положительных температур окружающей среды.  Этот биопрепарат сохраняет 

деструктивную активность и после воздействия отрицательных температур и  

рекомендуется для озимого внесения на нефтезагрязненные участки; 
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–  влажность ниже 70% от полной влагоемкости. Полив улучшает 

агрохимические свойства почв и их ферментативную активность; 

–  заболоченность. На болотистых участках при условии высокой влажности 

биопрепарат можно вносить в сухом виде, без предварительной активации; 

–  загрязненность нефтью свыше 30%. Необходимо снизить концентрацию 

нефтепродуктов методом перемешивания загрязненной почвы с чистым грунтом 

или измельченной соломой, опилками; 

– засоленность свыше 150 г/кг. Для снятия избыточного засоления обычно 

используют карбонатные соли, фосфогипс; 

– высокое или низкое значение рН. Для раскисления почвы дополнительно 

можно вносить известь или доломитовую муку. В результате нефтезагрязнений 

дерново-подзолистые почвы могут превращаться в техногенные солончаки с 

высоким уровнем щелочности, избавиться от которой можно с помощью 

химической мелиорации в виде гипсования. 

– сопутствующие загрязнения ксенобиотиками. Биопрепараты серии 

«Ленойл»® обладают окислительной активностью по отношению ко многим 

углеводородам и их производным, являющимися промышленными 

экотоксикантами. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

В ближайшем будущем человечество не готово оказаться от применения 

углеводородов в качестве основного источника энергии, поэтому темпы работ по 

разведке и эксплуатации месторождений, а также переработке этих полезных 

ископаемых будут только возрастать. К сожалению, на современном уровне 

развития нефтегазового комплекса не представляется возможным полностью 

исключить его негативное воздействие на экосистемы. Особенно остро данный 

вопрос стоит в нашей стране, для экономики которой нефтедобыча остается 

одной из главных отраслей промышленности  и фундаментальной основой 

бюджетной системы, обеспечивая 51,3% доходов федерального бюджета 

(Нефтегазовый комплекс …, 2015). Не менее важную роль эта отрасль играет в 

обеспечении энергетической безопасности и политических интересов России. 

Кроме того, большая часть нефтедобывающих предприятий страны 

сосредоточена в Западной Сибири, экосистемы которой обладают повышенной 

хрупкостью и  низким потенциалом самоочищения, связанными с наличием 

многомерзлых пород и длительным периодом низких температур. Следует 

отметить, что в последнее время наметилась положительная тенденция к 

уменьшению числа аварийных ситуаций в нефтегазовом комплексе, что, 

вероятно,  связано  с ужесточением природоохранного законодательства и 

повышением уровня ответственности руководителей предприятий. Однако 

учитывая интенсификацию разведки и добычи  углеводородного сырья, а также  

разнообразие почвенно-климатических условий, задача разработки и внедрения 

эффективных способов очистки и восстановления нефтезагрязненных территорий 

по-прежнему очень актуальна.  

Наиболее перспективным, экологически чистым и экономически 

целесообразным решением данной проблемы является применение биологических 

технологий, основанных на использовании углеводородокисляющих 

микроорганизмов. Это подразумевает поиск и идентификацию микроорганизмов с 

высокой деструктивной активностью, а также всестороннее изучение их свойств. 
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Мировая тенденция перехода к органическому земледелию подразумевает 

отказ от использования агрохимикатов  в пользу альтернативных экологически 

безопасных систем землепользования, в том числе биотехнологических способов 

защиты и стимулирования роста растений, основанных на применении  

микроорганизмов и их метаболитов. Как правило, эти микроорганизмы выделяют 

из природных биоценозов, тщательно изучают и разрабатывают на их основе 

биопрепараты для сельского хозяйства. 

В ходе выполнения настоящей работы из нефтезагрязненных почв 

различных климатических зон России путем целенаправленного скрининга были 

выделены бактериальные культуры, разлагающие нефть в жидкой среде, в т.ч. и 

при низкой положительной температуре. Наиболее активные из них были 

предварительно идентифицированы на основании культурально-

морфологических и физиолого-биохимических признаков. Так, изолят ИБ ДТ-5 из 

почвы с территории Республики Башкортостан представляет собой консорциум 

двух штаммов Acinetobacter sp. ИБ ДТ-5.1/1 и Ochrobactrum sp. ИБ ДТ-5.3/2, а 

изолят ИБ 1.1 из почвы Красноярского края, способный к утилизации нефти при 

температуре 4-8
о
С, был отнесен к р. Pseudomonas.  

Из многочисленных образцов почв различных регионов нашей страны были 

изолированы штаммы микроорганизмов, подавляющие рост   микроскопических 

грибов, вызывающих заболевания сельскохозяйственных растений.  Один из них, 

штамм ИБ-4, проявляющий антагонистическую активность в отношении 

широкого спектра фитопатогенных микромицетов (рр. Fusarium, Bipolaris, 

Alternaria), был идентифицирован методами классической микробиологии как 

представитель р. Pseudomonas. 

Однако для точного установления видовой принадлежности 

микроорганизмов только фенотипических и биохимических признаков не 

достаточно: современная систематика прокариот базируется на полифазном 

подходе – интегрированном применении информации фенотипического, 

генетического, филогенетического, хемотаксономического и экологического 

характера. Поэтому у выделенных микроорганизмов  был проведен 
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сравнительный анализ нуклеотидных последовательностей генов 16S рРНК и  

gyrB, ДНК-ДНК-гибридизация, определено содержание ГЦ-пар в молекуле ДНК, 

построены дендрограммы филогенетического сходства, изучены такие 

хемотаксономические особенности как состав жирных кислот клеточной стенки, 

профиль белков клетки, установлены доминирующие хиноны. В результате этого 

установлено, что  штаммы, образующие нефтеокисляющий консорциум,  

относятся к видам Acinetobacter calcoaceticus   и Ochrobactrum intermedium, а 

изолят ИБ-4 принадлежит к виду P. koreensis. 

Уровень гомологии последовательности нуклеотидов гена 16S рРНК 

микроорганизма ИБ  1.1 с аналогичными последовательностями других 

представителей  р. Pseudomonas был недостаточным для видового совпадения (не 

более 98,7%); штамм образовывал отдельную ветвь на филогенетическом древе. 

Кроме того, сравнительный анализ последовательностей трех функциональных 

генов (gyrB, rpoB и rpoD), содержание ГЦ-пар в молекуле ДНК и данные  ДНК-

ДНК-гибридизации свидетельствовали об отсутствии видового сходства  между 

указанным изолятом и  штаммами р. Pseudomonas, показавших более 98% 

гомологии по гену 16S рРНК.   Принимая во внимание вышесказанное, штамм 

Pseudomonas sp. ИБ 1.1  был идентифицирован как типовой представитель нового, 

таксономически узаконенного вида р. Pseudomonas, для которого предложено 

название  Pseudomonas turukhanskensis (по названию географического источника 

выделения − Туруханский район Красноярского края) и дано подробное 

таксономическое описание.  

В ходе проведения настоящей работы был также установлен состав жирных 

кислот клеточной стенки и тем самым  дополнено таксономическое описание 

биотехнологически ценного штамма Paenibacillus ehimensis IB 739, 

продуцирующего разнообразные биологически активные вещества, в т.ч. 

фитогормоны, и хранящегося в коллекции микроорганизмов УИБ УФИЦ РАН.  

Параллельно с установлением видовой принадлежности выделенных 

штаммов-нефтедеструкторов и штамма-антагониста фитопатогенных грибов,  

проводились работы по изучению свойств, благодаря которым их можно будет 
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применять в природоохранной деятельности. В результате экспериментов 

установлено следующее:  

− консорциум и образующие его бактерии A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1 и O. 

intermedium ИБ ДТ-5.3/2 обладают значительной окислительной активностью в 

отношении широкого круга углеводородов, нефти и нефтепродуктов, причем  

величина этого показателя выше у консорциума;   

− для штамма P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 также характерна высокая 

углеводородокисляющая активность, в т.ч. и при низкой положительной 

температуре;  

− штаммы O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 и  P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т 

способны к фиксации атмосферного азота и биодеградации углеводородов в ходе 

этого процесса, причем у штамма O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 она была 

эффективнее при комнатной (26
о
С), а у штамма P. turukhanskensis ИБ 1.1

Т
 – при 

низкой положительной температуре (8
о
С). Оба микроорганизма повышают 

потенциальную нитрогеназную активность инокулированной почвы,  как при 

комнатной, так и при низкой положительной температуре;  

 − бактерия A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1 синтезирует  внеклеточные ПАВ, 

эмульгирующие гидрофобные субстраты;  

− штамм P. koreensis ИБ-4  обладает значительной нитрогеназной 

активностью, а также продуцирует фитогормоны – ИУК и цитокининподобные 

вещества; 

− у всех исследованных микроорганизмов, включая штамм P. ehimensis IB 

739, отсутствует фитотоксичность.   

На основании этих сведений было сделано заключение о возможности 

применения штамма P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
, а также консорциума 

микроорганизмов A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1 и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 в 

экологической биотехнологии в качестве основы биопрепаратов для очистки и 

восстановления окружающей среды от нефтезагрязнения, а штаммов P. koreensis 
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ИБ-4 и P. ehimensis  IB 739 − как дополнительных компонентов для ускорения 

этого восстановления.  

Гипотеза была проверена в серии лабораторных опытов, в результате 

которых показано, что консорциум микроорганизмов A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1 

и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 может эффективно применяться для очистки 

производственных сточных вод, содержащих углеводороды, а также грунтов и 

почвы, контаминированных нефтью. Комбинации консорциума микроорганизмов 

с бактериями P. koreensis ИБ-4 и P. ehimensis  IB 739, обладающими 

фитогормональной активностью, не только способствуют удалению поллютанта, 

но и стимулируют рост и развитие растений-фитомелиорантов. Показана 

эффективность применения психротолерантного штамма P. turukhanskensis ИБ 

1.1
Т
 для снижения содержания нефти в песке в условиях низкой положительной 

температуры.  

В полевых экспериментах доказано, что  в  резко-континентальном климате 

Западного Казахстана и континентальном климате Южного Урала применение 

консорциума микроорганизмов A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1  и O. intermedium ИБ 

ДТ-5.3/2, а также  штамма P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 является  эффективным 

приемом  для обезвреживания нефтесодержащих отходов, таких как нефтяной 

шлам и отработанная отбеливающая глина;   обработка штаммом P.  

turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 способствует удалению из почвы нефтяного загрязнения 

при низкой положительной температуре в почвенно-климатических условиях 

Западной Сибири; консорциум микроорганизмов A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1  и 

O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 может использоваться для очистки поверхности 

природных водоемов от нефти.  

Научная новизна результатов проведенных исследований подтверждена 4 

патентами РФ (Приложения №№ 22-25), а их итогом стала разработка серии 

полифункциональных биопрепаратов-нефтедеструкторов под торговой маркой 

«Ленойл»®, на которую получено Свидетельство на товарный знак. 

Биопрепараты предназначены для очистки различных объектов окружающей 

среды от нефтяного загрязнения, обезвреживания нефтесодержащих отходов и 
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восстановления почв в различных климатических условиях. Биопрепарат 

«Ленойл»®, СХП состоит из клеток консорциума микроорганизмов A. 

calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1  и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2; в состав «Ленойл»® – 

супер, СХП дополнительно добавлены  клетки микроорганизма P. koreensis ИБ-4; 

в состав «Ленойл»® – гранд, СХП  помимо клеток микроорганизмов консорциума 

входят клетки бактерий P. koreensis ИБ-4 и P. ehimensis  IB 739; действующим 

веществом  биопрепарата «Ленойл»® – NORD, СХП являются клетки 

микроорганизма  P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
. Помимо окислительной активности, 

свойственной биопрепарату «Ленойл»®, СХП, «Ленойл»® – супер, СХП и 

«Ленойл»® – гранд, СХП обладают нитрогеназной, нитрогеназной и 

ростстимулирующей активностью соответственно. Биопрепарат  «Ленойл»® – 

NORD, СХП обладает окислительной активностью, в т.ч.  при низких 

положительных температурах и может применяться в условиях Западной Сибири. 

Были разработаны  и утверждены технические условия и регламенты 

промышленного получения  биопрепаратов серии «Ленойл»® в жидком и сухом 

виде. Выпуск продукции осуществляет ЗАО НПП «Биомедхим» (г. Уфа).   

 Согласно разработанной технологии,  наиболее эффективным способом 

применения биопрепарата-нефтедеструктора из серии Ленойл»® является 

обработка грунта в виде рабочей суспензии с минеральными добавками с 

периодичностью 1 раз в 25-30 дней  в зависимости от степени загрязнения и 

длительности вегетационного периода под поверхностную обработку (вспашка, 

рыхление, дискование) методом дождевания. С помощью биопрепаратов можно 

очищать грунт и песок, загрязненные нефтью или нефтепродуктами, а также  

обезвреживать нефтесодержащие отходы (отработанная отбеливающая глина, 

нефтешлам).  Очистка водных поверхностей от нефти и нефтепродуктов 

заключается во внесении в загрязненную воду рабочей суспензии биопрепарата с 

принудительной аэрацией объекта. 

Биопрепараты можно использовать при среднесуточных температурах 

воздуха 10-40°С («Ленойл»®, СХП, «Ленойл»® – супер, СХП и «Ленойл»® – 

гранд, СХП) и 0-20°С («Ленойл»® – NORD, СХП).  
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ВЫВОДЫ 

 

1. Из нефтезагрязненных почв различных климатических зон России 

выделен нефтеокисляющий консорциум, состоящий из штаммов A. calcoaceticus 

ИБ ДТ-5.1/1 и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2, а также штамм P. turukhanskensis ИБ 

1.1
Т
, разлагающий нефть, в т.ч. при низких положительных температурах. Из 

пахотной почвы изолирован штамм бактерий P. koreensis ИБ-4 – антагонист 

фитопатогенных грибов. Все микроорганизмы идентифицированы согласно 

требованиям современной систематики прокариот. 

2. Описан и таксономически узаконен новый вид микроорганизмов 

Pseudomonas turukhanskensis. 

3. Обнаружено, что консорциум микроорганизмов A. calcoaceticus ИБ ДТ-

5.1/1 и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 обладает высокой углеводородокисляющей 

(43-219 мг СО2/г субстрата) и нитрогеназной активностью (до 0,44 мкг N2/мл/ч), а 

также поверхностно-активными свойствами (снижает поверхностное натяжение 

на 25 мН/м и эмульгирует гидрофобные субстраты (Е24 55-72%)); штамм P. 

turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 окисляет нефть и углеводороды (74-169 мг СО2/г 

субстрата при 8
о
С и 39-155 мг СО2/г субстрата при 26

о
С) и способен к 

азотфиксации (до 0,35 мкг N2/мл/ч); штамм P. koreensis ИБ-4 эффективно 

фиксирует атмосферный азот (0,65 мкг N2/мл/ч) и продуцирует фитогормоны 

цитокининового ряда и ИУК (119 и 40 нг/мл культуральной жидкости 

соответственно). 

4. Установлено, что при внесении консорциума микроорганизмов A. 

calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1 и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 в загрязненный нефтью 

грунт, степень биодеградации нефтепродуктов достигает 75%, а при обработке 

штаммом P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 нефтезагрязненного песка этот показатель 

составляет 77-84%. 

5. Показано, что использование консорциума микроорганизмов A. 

calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1 и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 в резко-континентальном 

климате Западного Казахстана приводит к снижению концентрации 

углеводородов в нефтяном шламе с 10,5 до 3,9%, а обработка нефтезагрязненной 
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отбеливающей глины консорциумом микроорганизмов или штаммом P. 

turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 в континентальных климатических условиях Южного 

Урала, с одинаково высокой эффективностью уменьшает в ней содержание 

поллютанта (с 7,1 до 2,3% и с 22,8 до 10,8%). 

6. Выявлено, что применение штамма P. turukhanskensis ИБ 1.1
Т
 для очистки 

почв от нефтяного загрязнения в континентальных климатических условиях 

Западной Сибири снижало  содержание нефтепродуктов с 4,9 до 0,4% за 1 месяц и 

с 70,3 до 23,3% – за 21 месяц экспозиции. 

7. Установлено, что консорциум микроорганизмов A. calcoaceticus ИБ ДТ-

5.1/1 и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 может быть использован для очистки водной 

поверхности и производственных сточных вод от нефти и нефтепродуктов. 

Благодаря его интродукции степень биодеструкции нефти в непроточном болоте 

составила 97,3%, в сточной воде – 83,2%. 

8. Интродукция комбинаций консорциума микроорганизмов A. calcoaceticus 

ИБ ДТ-5.1/1 и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 с бактериями P. koreensis ИБ-4 и 

Paenibacillus ehimensis IB 739 снижает содержание нефтепродуктов в почве в 3,1-

3,5 раза, ускоряет на 2 суток всхожесть семян и на 6-7 суток начало всех стадий 

развития растений овса, а также способствовует увеличению длины проростков на 

34,8-77,8% и их массы в 1,6-2,7 раза по сравнению с растениями в 

нефтезагрязненной почве, не обработанной микроорганизмами. 

9. На основе выделенных и изученных микроорганизмов разработана серия 

полифункциональных биопрепаратов-нефтедеструкторов под торговой маркой 

«Ленойл»®, которая включает в себя биопрепараты «Ленойл»®, СХП (A. 

calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1 и O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2), «Ленойл»® – супер, 

СХП (A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1, O. intermedium ИБ ДТ-5.3/2 и P. koreensis ИБ-

4), «Ленойл»® – гранд, СХП (A. calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1, O. intermedium ИБ ДТ-

5.3/2, P. koreensis ИБ-4 и P. ehimensis IB 739) и «Ленойл»® – NORD, СХП (P. 

turukhanskensis ИБ 1.1
Т
), предназначенные для очистки нефтезагрязненных 

объектов окружающей среды, обезвреживания нефтесодержащих отходов и 

восстановления почв. Биопрепарат «Ленойл»® – NORD, СХП, помимо прочего, 



 

 

257 

может применяться в условиях низких положительных температур в Западной 

Сибири. 

10. Разработана и утверждена нормативно-техническая документация на 

производство и разработана технология применения биопрепаратов-

нефтедеструкторов серии «Ленойл»®. 
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РЕКОМЕНДАЦИИ ПО ИСПОЛЬЗОВАНИЮ РЕЗУЛЬТАТОВ 

ИССЛЕДОВАНИЯ 

 

Полученные в ходе идентификации микроорганизмов данные по 

нуклеотидным последовательностям генов, жирным кислотам и клеточным 

белкам могут быть полезны при установлении видовой принадлежности других 

микроорганизмов.  

Изученные в настоящей работе штаммы микроорганизмов депонированы в 

международные коллекции микроорганизмов (ВКМ, СЕСТ) и доступны 

специалистам в различных областях биологии для фундаментальных и 

прикладных исследований.  

Материалы диссертации могут быть использованы в учебном процессе в 

высших учебных заведениях по направлению «Биотехнология» и 

«Микробиология».  

Полученные результаты могут служить основой для дальнейших 

исследований в направлении расширения полифункциональности биопрепаратов 

для экобиотехнологии.  

Разработанные биопрепараты-нефтедеструкторы серии «Ленойл»® 

производятся в промышленных масштабах и рекомендуются для очистки в 

различных климатических условиях почв, грунтов, водных поверхностей,  

обезвреживания твердых нефтесодержащих отходов и восстановления почв. 
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