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Из донных осадков залива Петра Великого Японского моря выделены 5 штаммов психтрофных уг-
леводородокисляющих бактерий, отнесенных к следующим видам или родам: Rhodococcus erythrop-
olis, Rhodococcus sp., Sphingomonas sp., Pseudomonas sp. и Alcanivorax sp. Все исследуемые бактерии
проявили высокую окислительную способность в отношении разложения н-алканов (С9–С27), фи-
тана, пристана и полициклических ароматических углеводородов при температурах 5°С и 22°С. При
этом при 5°С разложение углеводородов происходило интенсивнее. Несмотря на разную таксоно-
мическую принадлежность полученных микроорганизмов, все штаммы в первую очередь утилизи-
ровали коротко- (С9–С13) и длинноцепочечные (С21–27) алканы, а также полициклические аро-
матические углеводороды. Наибольшую углеводородокисляющюю активность продемонстрировал
штамм Rhodococcus erythropolis AP_291, который за первую неделю эксперимента утилизировал бо-
лее 50% всех углеводородов модельной смеси при 5°С.
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Растущая во всем мире антропогенная нагруз-
ка делает поиск микроорганизмов-деструкторов
углеводородов и создание на их основе препара-
тов для ликвидации нефтяного загрязнения мор-
ской среды актуальной научной задачей [16, 46].
Подобные биопрепараты зарекомендовали себя
как эффективные и наиболее экологичные сред-
ства очистки и восстановления морских экоси-
стем [36]. Особый интерес представляет поиск
психрофильных и психротолерантных углеводо-
родокисляющих микроорганизмов (УВОМ), спо-
собных эффективно осуществлять деструкцию
компонентов нефти в условиях низких температур.

Исследования последних лет свидетельствуют
о целесообразности использования для биореме-
диации в каждом конкретном регионе абориген-
ных микроорганизмов, приспособленных к де-
градации углеводородов (УВ) в определенных
экологических условиях. При этом они не явля-

ются генетически модифицированными и не ока-
зывают токсичного действия на местную флору и
фауну [40].

К числу наиболее распространенных в мор-
ской среде УВОМ относятся бактерии родов My-
cobacterium, Brеvibactеrium, Nocardia, Corynеbac-
tеrium, Rhodococcus и Arthrobacter, которых, как
правило, выделяют из районов с сильным нефтя-
ным загрязнением [1, 7, 8]. Довольно часто спо-
собность к окислению УВ встречается у Acineto-
bacter, Achromobacter, Bacterium, Bacillus, Micrococ-
cus и Pseudomonas. В морской воде, а также во льду
были обнаружены углеводородокисляющие (УВО)
представители родов Pseudoalteromonas, Psychro-
bacter, Marinobacter, Marinomonas, Oleispira и She-
wanella [32].

Информация об УВОМ дальневосточных мо-
рей в научной литературе практически отсутству-
ет. В результате исследования микробиоты Бе-
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рингова моря выявлена способность к деструк-
ции УВ у бактерий родов Bacillus, Pseudomonas,
Micrococcus, Pseudobacterium, Achromobacter, Bacte-
rium, Brevibacterium [6]. Среди нефтеокислителей
Охотского моря обнаружены Cobetia, Pseudoaltero-
monas, Oceanisphaera, Shewanella, Pseudomonas,
Marinomonas и Thalassospira [14].

Для экосистемы Японского моря отмечается
высокая степень антропогенного воздействия,
связанная с увеличением численности населе-
ния, урбанизацией побережий, активным судо-
ходством, индустриализацией и развитием туриз-
ма. На берегах залива Петра Великого, самого
крупного залива российского побережья Япон-
ского моря, расположены порты г. Владивосток,
г. Находка, г. Большой камень, пгт Посьет, а так-
же специализированный морской нефтеналив-
ной порт Козьмино. В большинстве прибрежных
акваторий залива Петра Великого отмечается вы-
сокое содержание нефтяных УВ [4]. Проблема
нефтяного загрязнения усугубляется действием
низких температур в водах Японского моря боль-
шую часть года, что замедляет процессы окисле-
ния УВ. Так, среднегодовая температура поверх-
ностных вод Японского моря составляет 12°С [2],
а температура донных шельфовых вод редко под-
нимается выше 0°С [5].

Низкие температуры негативно влияют на
скорость биоразложения нефти из-за уменьше-
ния растворимости входящих в ее состав соедине-
ний. Подобные условия существование микроор-
ганизмов ведут к снижению активности биохи-
мических реакций, повышению вязкости среды,
изменению текучести мембран и конформации
белков. В ответ на понижение температуры пси-
хрофильные и психротрофные микроорганизмы
выработали следующие адаптации: увеличение
содержания в составе липидов мембран полине-
насыщенных, короткоцепочечных и разветвлен-
ных жирных кислот; биосинтез криопротекторов
и антифризных белков; продукцию белков тепло-
вого и холодового шока. Немаловажным приспо-
соблением психрофильных углеводородокисля-
ющих бактерий является синтез холодоактивных
ферментов, а также биоэмульгаторов для умень-
шения вязкости и поверхностного натяжения
среды [33].

Несмотря на хроническое загрязнение Япон-
ского моря нефтепродуктами, УВО микробиота
этого региона и ее участие в самоочищении эко-
системы недостаточно изучены. Известно, что
некоторые бактерии из поверхностных прибреж-
ных вод Японии способны к окислению УВ: Alca-
nivorax [21, 25, 35, 41], Pseudomonas aeruginosa [15],
Sphingomonas subarctica [25] и Cycloclasticus pugetii
[35]. Однако, в современной научной литературе
отсутствуют какие-либо сведения о таксономиче-
ском разнообразии и метаболическом потенциа-

ле психрофильных и психротрофных УВОМ
Японского моря. В связи с этим целью настоящей
работы являлось получение из донных осадков
залива Петра Великого Японского моря культур
психротрофных углеводородокисляющих бакте-
рий, определение их таксономической принад-
лежности и оценка их способности к окислению
нефтяных углеводородов.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Район исследования и отбор проб. Материалом

для работы послужили пробы верхнего окислен-
ного слоя донных осадков залива Петра Великого
Японского моря, полученные в 2018–2019 годах в
ходе береговых экспедиций.

Образцы осадков получали, руководствуясь
нормативными документами и методическими
рекомендациями и требованиями к отбору проб
донных отложений водных объектов для анализа
на загрязненность [10]. С момента отбора и до на-
чала исследований образцы хранились в моро-
зильной камере при температуре –30°С.

Получение культур углеводородокисляющих бак-
терий. Для получения культур углеводородокис-
ляющих бактерий (УВОБ) в качестве источника
УВ использовали флотский мазут как один из
наиболее характерных для антропогенного за-
грязнения морской среды нефтепродуктов. Для
создания накопительных культур УВОБ донные
осадки помещали в модифицированную мине-
ральную среду Ворошиловой – Диановой со сте-
рильным флотским мазутом (2.5%) в качестве
единственного источника углерода и энергии [9].
Состав минеральной среды (г/л дистиллирован-
ной воды): NaCl – 10.0, NH4NO3 – 1.0, K2HPO4 –
1.0, KH2PO4 – 1.0, MgSO4 – 0.2, CaCl2 – 0.02,
FeCl2 – 2 капли насыщенного раствора. Инкуба-
цию проводили в течение 30 сут при температуре
5°С. Для получения чистых культур УВОБ прово-
дили высев на аналогичную агаризованную среду
и выращивали их в тех же условиях. Для оценки
способности полученных изолятов УВОБ к ути-
лизации УВ при более высоких температурах про-
водили их инкубацию на плотной минеральной
среде с мазутом при температуре 22°С в течение
10 сут.

Молекулярно-генетическая идентификация уг-
леводородокисляющих бактерий и филогенетиче-
ский анализ. Выделение из культур бактерий ге-
номной ДНК проводили с помощью коммерче-
ского набора “Genomic DNA purification kit”
(Thermo Fisher Scientific, США) согласно инструк-
ции производителя. Фрагмент гена 16S рРНК ам-
плифицировали с использованием пары прайме-
ров 27F (5'–AGAGTTTGATCATGGCTCAG–3') и
1350R (5'–GACGGGCGGTGTGTACAAG–3') [30].
Продукты ПЦР реакций разделяли в агарозном
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геле (1%) с добавлением этидиум бромида в
электрофорезной камере. Продукты амплифи-
кации нужной длины вырезали из геля и экстра-
гировали путем замораживания при температуре
–80°С (30 мин), затем центрифугирования при
13.4 тыс. об/мин. в течение 20 мин. Полученные
ПЦР-продукты секвенировали по методу Сэнге-
ра с помощью набора реактивов “Big Dye Termi-
nator v.3.1 Cycle Sequencing Kit” (Thermo Fisher
Scientific, США) на генетическом анализаторе
“ABI 3500 Genetic Analyser” (Applied Biosystems,
США) в ЦКП “Биотехнология и генная инжене-
рия” ФНЦ Биоразнообразия ДВО РАН.

Филогенетический анализ проводили путем
анализа последовательностей генов 16S рРНК в
международном банке данных (GenBank) с помо-
щью программы BLAST [12] (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/blast). Редактирование последовательно-
стей проводили с помощью редактора BioEdit,
для выравнивания последовательностей исполь-
зовали алгоритм программы CLUSTAL W (http://
www.genebee.msu.su/clustal). Филогенетическое де-
рево строили с использованием метода ближай-
ших соседей (neighbor-joining) на основе алго-
ритма Kimura two-parameters в программе
MEGA X [29]. Показатель достоверности поряд-
ка ветвления определяли на основании “boot-
strap”-анализа 100 альтернативных деревьев. Нук-
леотидные последовательности фрагментов гена
16S рРНК бактерий были депонированы в базе
данных GenBank.

Оценка способности бактериальных штаммов к
окислению углеводородов нефти. Модельная
смесь УВ была приготовлена на основе коммер-
чески доступного летнего дизельного топлива
сорта С, вид III (ДТ-Л-К5), ГОСТ Р 52368–2005
(ЕН 590:2009). В стерильном дизельном топливе
объемом 1 л растворяли дополнительно 8 ммоль
химически чистого нафталина, антрацена и фе-
нантрена. Перед экспериментом модельная смесь
УВ была повторно автоклавирована.

В стерильные пенициллиновые флаконы, со-
держащие 4650 мкл жидкой модифицированной
среды Ворошиловой – Диановой и 300 мкл мо-
дельной смеси УВ, вносили по 50 мкл физиологи-
ческого раствора с суточной культурой исследуе-
мых бактерий (105 кл/мл). Флаконы закрывали
резиновыми пробками и запаивали алюминиевы-
ми крышками. Инкубацию проводили 70 сут при
температуре 5°С и 28 сут при температуре 22°С.
В качестве контроля вместо бактериальной суспен-
зии использовали стерильный физиологический
раствор. Все эксперименты повторяли трижды.

Экстракцию проводили с помощью трихлор-
метана (ХЧ, перегнанный) на 7, 14, 28 сут для всех
образцов, а также на 70 сут – только для образцов,
которые инкубировали при температуре 5°С. Из
экстрактов отбирали аликвоты объемом 1 мл, ко-

торые перед проведением хромато-масс-спектро-
метрического анализа разбавляли трихлормета-
ном в 6 раз.

Хромато-масс-спектрометрический анализ про-
водили на хромато-масс-спектрометре Shimadzu
GCMS 2010 Ultra. Разделение компонентов
осуществлялось на капиллярной колонке Ultra
ALLOY-5 MS/HT (Frontier Lab., Япония; длина –
30 м, толщина фазы – 0.25 мкм, диаметр – 0.25 мм,
фаза – 5% дифенил, 95% диметилполисилоксан).
В качестве газа-носителя использовался гелий
марки 6.0. Растворенный в хлороформе образец
(1 мкл) с помощью автосэмплера вводился в ин-
жектор, нагретый до температуры 230°С (режим –
split, деление потока 1 : 40). Линейная скорость га-
за-носителя составляла 40 см/с, начальное давле-
ние газа – 66 кПа. Образцы хроматографировали
в следующем режиме: изотермически в течение
7 мин при 40°С, при градиенте температуры от 40
до 270°С со скоростью нагрева 4°С/мин, затем
изотермически в течение 20 мин при 270°С. Тем-
пература ионного источника составляла 200°С,
температура интерфейса масс-спектрометра –
270°С. Диапазон сканирования масс-спектромет-
ра – от 35 до 600 а.е.м с ионизацией электронным
ударом при 70 эВ. Масс-фрагментограммы реги-
стрировались по полному ионному току и в режи-
ме регистрации выбранных ионов для ПАУ (m/z =
= 128 для нафталина и m/z = 178 для антрацена
и фенантрена, соответственно). Интерпрета-
цию органических соединений проводили на ос-
нове сопоставления полученных масс-спектров
с масс-спектрами соединений из библиотеки
NIST 08. Содержание УВ выражено в процентах и
рассчитано методом внутренней нормализации
масс-фрагментограмм по полному ионному току
(TIC) для алифатических алканов и в режиме ре-
гистрации выбранных ионов (SIM) для ПАУ
(нафталин, антрацен, фенантрен).

Степень утилизации бактериями УВ выражали
в процентах и оценивали по изменению концен-
трации компонентов модельной смеси УВ в про-
цессе инкубации по отношению к исходным зна-
чениям. Численность микроорганизмов опреде-
ляли в динамике методом окрашивания клеток
флуорохромным красителем ДАФИ (4,6-диами-
но-2-фенилиндол) [39]. Подсчет клеток проводи-
ли под эпифлуоресцентным микроскопом Zeiss
Axio Imager M1 с помощью программы Image Test.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Получение коллекции УВОБ из донных осадков

Японского моря. В ходе исследований из донных
осадков залива Петра Великого Японского моря
были выделены и таксономически охарактеризо-
ваны 5 штаммов УВОБ, способных расти при
температуре 5°С на среде с мазутом в качестве
единственного источника углерода. Для исследу-
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емых бактериальных штаммов был проведен фи-
логенетический анализ путем поиска гомологич-
ных последовательностей в международном банке
данных (GenBank) и построено филогенетиче-
ское дерево (рис. 1).

Со станции, имеющей координаты 42°30′ N,
132°41′ E (глубина 174 м), было получено 2 штам-
ма: Sphingomonas sp. AP_231 (MW784855) и Rhodo-
coccus sp. AP_244 (MW784849). Нуклеотидная
последовательность гена 16S рРНК штамма
Sphingomonas sp. AP_231 показала высокий про-
цент сходства (98.20%) с Sphingomonas paucimobilis
20ABA1 (MH482346) и с Sphingomonas sp. D36
(MN540917). Ближайшим гомологом изолята
Rhodococcus sp. AP_244 (98.79%) стал штамм
Rhodococcus erythropolis IEGM 1188 (MG637011).

Еще один представитель родококков – штамм
Rhodococcus erythropolis AP_291 (MW784848) был
выделен из донных осадков станции с координа-
тами: 42°39′ N, 133°02′ E (глубина 90 м). Указан-
ная точка отбора пробы находится вблизи морско-
го нефтеналивного порта Козьмино. Анализ нук-
леотидной последовательности гена 16S рРНК
этого штамма показал наибольший процент сход-
ства (99.53%) с Rhodococcus erythropolis BD7100
(LC030232).

Штамм Pseudomonas sp. AP_27 (MW784854)
был выделен также из донных осадков в районе
морского нефтеналивного порта Козьмино
(42°34′ N, 133°02′ E, глубина 110 м). Исследуемый
штамм имел одинаково высокий процент гомо-
логии гена 16S рРНК (99.77%) с тремя разными

видами псевдомонад: Pseudomonas extremaustralis
cqsV14 (MN826583), Pseudomonas marginalis PMK1
(MT583077) и Pseudomonas rhodesiae D12 (MT374265).

Штамм Alcanivorax sp. AP_54 (MW784853) был
выделен со станции, имеющей координаты
42°41′ N, 132°27′ E (глубина 82 м). Изолят имел
одинаковый процент сходства генов 16S рРНК
(98.40%) с Alcanivorax dieselolei RMR60 (MN974176) и
с Alcanivorax xenomutans Y50-2 (MT585192).

Оценка способности бактериальных штаммов к
окислению углеводородов нефти. Для полученных
5 бактериальных штаммов в течение 70 сут прово-
дилась оценка динамики утилизации ими УВ мо-
дельной смеси при температуре 5°С. Уже к 7 сут
эксперимента наблюдалось заметное уменьше-
ние концентрации УВ во всех пробах (табл. 1).
Наибольшие значения УВО активности были за-
фиксированы для штамма Rhodococcus erythropolis
AP_291 (рис. 2). За неделю клетки бактерий этого
штамма разложили более 50% всех УВ смеси.
Лучше всего подверглись окислению алканы С9–
С14 и С18–С27, а также все ПАУ. Несколько хуже
бактерии утилизировали УВ с длиной углеродной
цепи 15–17 атомов и пристан.

Также относительно высокую ферментатив-
ную активность продемонстрировал штамм
Pseudomonas sp. AP_27. Как и в случае со штам-
мом Rhodococcus erythropolis AP_291, псевдомо-
нады более эффективно окисляли коротко- и
длинноцепочечные алканы, а также нафталин и
антрацен. Гораздо хуже подверглись утилизации
алканы С15–С19 (25% и менее), пристан (21%),

Рис. 1. Филогенетическое дерево, построенное на основе анализа последовательностей фрагментов гена 16S рРНК
психротрофных УВОБ из донных осадков Японского моря. Дендрограмма построена на основе алгоритма метода объ-
единения ближайших соседей (NJ). Последовательности, полученные в данной работе, отмечены черным кружком.
Масштаб соответствует 2 нуклеотидным заменам на каждые 100 п. н. Представлены значения бутстреп поддержки вы-
ше 50%.
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БОГАТЫРЕНКО и др.

Рис. 2. Масс-фрагментограммы состава модельной смеси УВ на 7 сут эксперимента при 5°С: (а) штамм Rhodococcus
erythropolis AP_291; (б) контроль.
Условные обозначения: С9–С27 – н-алканы с соответствующей длиной углеродной цепи, Pr – пристан, Ph – фитан.
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фитан (23%) и фенантрен (10%). Интересно от-
метить, что оба обсуждаемых штамма были вы-
делены с соседних станций, расположенных
вблизи нефтеналивного порта Козьмино.

Что касается остальных штаммов, то, несмот-
ря на более низкие значения утилизации УВ в
первую неделю эксперимента, для всех них отме-
чались схожие тенденции по предпочтению окис-
ляемых субстратов. Из алканов в первую очередь
разложению подверглись УВ с длиной углерод-

ной цепи 9–13 и 21–27 атомов. Из ПАУ лучше
всего все штаммы разлагали нафталин (до 82%) и
антрацен (до 67%). Фенантрен оказался менее
предпочтительным УВ, особенно для штаммов
Rhodococcus sp. AP_244 и Alcanivorax sp. AP_54
(степень утилизации 12 и 18% соответственно).
Алканы С14–С20, включая фитан и пристан,
практически не использовались бактериями в
первую неделю опыта (степень утилизации соста-
вила 0–25%).
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Хромато-масс-спектрометрический анализ проб
на 14 сут эксперимента для штаммов Rhodococcus sp.
AP_244 и Alcanivorax sp. AP_54 показал резкое
увеличение потребления всех компонентов мо-
дельной смеси, включая С14–С20 и фенантрен.
Для остальных штаммов степень утилизации всех
УВ увеличивалась более плавно по сравнению с
предыдущей неделей. Необходимо отметить, что
все штаммы, кроме Sphingomonas sp.AP_231, окисли-
ли большую часть исследуемых УВ к 28 сут на-
блюдения. На 70 сут эксперимента не было за-
фиксировано существенной разницы в степени
утилизации УВ по сравнению с данными, полу-
ченными на 28 сут. В то же время, штамм Sphingo-
monas sp. AP_231 до 70 сут наблюдения продолжал
активно окислять УВ смеси. Таким образом, для
всех исследуемых микробных штаммов к оконча-
нию эксперимента убыль отдельных алканов со-
ставила 43–100%, а убыль ПАУ – 67–91%.

Динамика численности микробных клеток в
ходе эксперимента коррелировала со степенью
утилизации УВ среды. Так на 7 сут опыта для наи-
более активных штаммов Rhodococcus erythropolis
AP_291 и Pseudomonas sp. AP_27 численность воз-
росла с 103 до 105 кл/мл, для остальных штаммов
численность увеличилась до 104 кл/мл. На 14 сут
численность клеток Rhodococcus sp. AP_244,
Sphingomonas sp. AP_231 и Alcanivorax sp. AP_54
увеличилась с 104 кл/мл до 105 кл/мл, что отрази-
лось в резком потреблении УВ с 7 по 14 сут. Чис-
ленность же Rhodococcus erythropolis AP_291 и
Pseudomonas sp. AP_27 за неделю не изменилась.
На 28 сут количество клеток во всех образцах
уменьшилось с 105 кл/мл до 104 кл/мл и остава-
лось таким до окончания наблюдений.

На следующем этапе работы для оценки спо-
собности нашей коллекции УВОБ к утилизации
УВ при более высоких температурах проводили
их инкубацию на плотной минеральной среде с
мазутом при температуре 22°С в течение 10 сут.
Установлено, что все изучаемые микроорганиз-
мы росли при заданных условиях. В связи с этим,
оценка динамики потребления бактериями от-
дельных УВ методом хромато-масс-спектромет-
рии была проведена и при температуре 22°С
(табл. 2).

Результаты анализа показали, что хуже всех
утилизацию УВ осуществлял штамм Rhodococcus
erythropolis AP_291, который ранее продемонстри-
ровал самую высокую УВО активность при тем-
пературе 5°С. При повышении температуры про-
цесс окисления УВ этим штаммом существенно
замедлился. Остальные 4 бактериальных штамма
разлагали УВ с такой же или меньшей интенсив-
ностью, чем при температуре 5°С.

Для всех исследуемых культур бактерий отме-
чалась та же избирательность в выборе окисляе-
мых субстратов, как и при низкой температуре.

Лучше всего бактерии разлагали коротко- и длин-
ноцепочечные алканы, а также ПАУ, хуже всего –
УВ с длиной углеродной цепи 15–19 атомов. Из
ПАУ микроорганизмы в первую очередь окисля-
ли нафталин и антрацен, а в последующие сутки
эксперимента переходили на использование фе-
нантрена.

В первую неделю опыта все исследуемые бак-
терии окисляли в среднем около 40% УВ модель-
ной смеси. Однако, в период с 7 по 14 сут потреб-
ление УВ практически не происходило. Резкое
увеличение скорости утилизации УВ было отме-
чено к 28 сут. Динамика численности микробных
клеток в ходе эксперимента была сопоставима со
степенью утилизации УВ среды. Так на 7 сут экс-
перимента численность клеток всех штаммов
увеличилась с 103 до 104 кл/мл и не менялась до
28 сут, когда численность во всех пробах возросла
до 105 кл/мл.

ОБСУЖДЕНИЕ
Таксономическая характеристика УВОБ из дон-

ных осадков Японского моря. Sphingomonas sp.
AP_231 (MW784855) – грамотрицательные аэроб-
ные палочки, относящиеся к классу Alphaproteo-
bacteria. Согласно литературным данным, пред-
ставители рода Sphingomonas, выделенные из за-
грязненных вод и почв, часто демонстрируют
способность к деградации различных ПАУ, в
частности, нафталина, фенантрена, антрацена,
флуорена, пирена, бенз(а)пирена и др. [38].

Rhodococcus erythropolis AP_291 (MW784848) и
Rhodococcus sp. AP_244 (MW784849) – грамполо-
жительные аэробные палочки, относящиеся к
филуму Actinobacteria. Известно, что родококки –
типичные почвенные микроорганизмы, которые
довольно часто встречаются и в других экологи-
ческих нишах различных климатических зон.
В литературе имеется большое количество сведе-
ний о возможности их использования для биоре-
медиации, поскольку они способны утилизиро-
вать линейные и циклические алканы, а также
широкий спектр ПАУ [27]. Кроме того, получены
данные о психротрофных УВО штаммах вида
Rhodococcus erythropolis [17, 37].

Штамм Pseudomonas sp. AP_27 (MW784854) –
грамотрицательные аэробные палочки, относя-
щиеся к классу Gammaproteobacteria. Бактерии
рода Pseudomonas, будучи убиквистами, характерны
для различных экосистем и обладают широким
спектром ферментативной активности, включая
способность к окислению нефтяных УВ. Ранее
уже сообщалось об участии бактерий этого рода,
выделенных из воды Охотского [14] и Японского
морей [15], в разложении УВ.

Штамм Alcanivorax sp. AP_54 (MW784853) –
грамотрицательные аэробные палочки, относя-
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щиеся к классу Gammaproteobacteria. Alcanivorax –
характерные для морских биоценозов микроорга-
низмы, представители которых часто обладают
способностью к разложению УВ и синтезу сур-
фактантов. Есть многочисленные сведения об
УВО активности этих бактерий в различных мо-
рях, включая Японское море [21, 25, 35, 41].

Оценка способности бактериальных штаммов к
окислению углеводородов нефти. Из литературы
известно, что относительно немного видов бакте-
рий способны расти на средах с н-алканами, со-
держащими до 8 атомов углерода. Использование
же в качестве субстрата УВ с 9–18 атомами угле-
рода распространено среди микроорганизмов
довольно широко. Алифатические УВ под дей-
ствием ферментов окисляются по концевой ме-
тильной группе до соответствующих спиртов, ко-
торые в дальнейшем окисляются до жирных кис-
лот НАД-зависимыми дегидрогеназами [3].

Многие бактерии способны расти на широком
спектре н-алканов, поэтому могут содержать не-
сколько вариантов ферментных систем алкан-
гидроксилаз [42]. Есть сведения, что гены дегра-
дации н-алканов экспрессируются избирательно
в зависимости от состава УВ, стадии роста куль-
туры бактерий и условий инкубации [11, 34, 43].
Так, например, добавление в среду дрожжевого
экстракта стимулировало рост и ускоряло окис-
ление линейных и разветвленных алканов у пси-
хротрофного штамма Rhodococcus sp. Q15 на среде
с дизелем при температуре 5°C [45]. Авторами вы-
сказано предположение, что содержащиеся в
дрожжевом экстракте факторы роста и витамины
способствовали более быстрому наращиванию
бактериальной биомассы, что приводило к уско-
рению процесса деградации УВ.

В одной из работ было показано, что консор-
циум УВОМ, выделенный из образцов смеси
морского льда и морской воды о. Шпицберген,
способен полностью разрушать н-алканы (C8–
С34) и изопреноиды (пристан и фитан) в течение
28 дней инкубации при температуре 4°C [18]. При
этом в первую очередь микроорганизмы дегради-
ровали короткоцепочечные алканы (C8–С14),
утилизация которых происходила в течение пер-
вых двух недель культивирования. По истечении
этого времени УВОМ переходили к окислению
длинноцепочечных УВ (C15–C34), включая при-
стан и фитан. Молекулярно-генетический анализ
позволил определить выявить в составе консор-
циума бактерий 6 родов: Marinobacter, Pseudomo-
nas, Pseudoalteromonas, Psychrobacter, Shewanella и
Agreia [18].

Бактерии из донных осадков залива Петра Ве-
ликого также окисляли большую часть УВ мо-
дельной смеси за 28 сут эксперимента, однако,
при этом они проявляли несколько иную суб-
стратную специфичность. В первую неделю ис-

следований микроорганизмы предпочитали раз-
лагать коротко- (С9–С13) и длинноцепочечные
(С21–27) алканы. И только ко второй неделе опы-
та отмечалась активная деструкция среднецепо-
чечных УВ (С14–С20), включая пристан и фитан.
Это может быть связано с тем, что за разложение
алканов в зависимости от длины их углеродной
цепи отвечают разные алкан-гидроксилазы, ко-
торые могут синтезироваться с неодинаковой
скоростью [43].

У всех бактерий исследуемого нами района,
несмотря на их разную таксономическую принад-
лежность, окисление алканов с разной длиной
углеродной цепи происходило по одинаковым
сценариям. Вероятно, соответствующие гены ка-
таболизма УВ передаются от одних микроорга-
низмов другим путем горизонтального переноса
за счет конъюгации. Плазмидная локализация ге-
нов, ответственных за окисление УВ, обеспечива-
ет их распространение как внутри собственной
популяции, так и среди представителей других
видов бактерий, повышая тем самым метаболиче-
ский потенциал микроорганизмов в изменяю-
щихся условиях окружающей среды. Возможно,
благодаря этому, в отдельных морских акватори-
ях могут формироваться микробные сообщества с
определенными катаболическими свойствами.

Интересной особенностью полученных нами
штаммов бактерий стала их способность интен-
сивно окислять одновременно н-алканы и ПАУ с
первых дней эксперимента. Исходя из химиче-
ской структуры, биодоступность углеводородов
для микроорганизмов уменьшается в следующем
порядке: н-алканы > разветвленные алканы >
> низкомолекулярные ароматические соединения >
> циклоалканы > ПАУ [44]. Ароматические УВ
для многих микроорганизмов являются менее
предпочтительными субстратами, чем алифати-
ческие УВ, поскольку их утилизация требует бо-
лее сложных ферментативных реакций [3]. По-
этому, как правило, в первую очередь разложе-
нию подвергаются линейные УВ, а затем все
остальные. В современной научной литературе
встречаются единичные работы, в которых была
бы доказана способность бактерий окислять од-
новременно н-алканы и ПАУ. Подобные явления
ко-метаболизма, когда параллельно идет разло-
жение УВ разных классов, были показаны, на-
пример, на штаммах Rhodococcus sp. 1B [13] и My-
cobacterium vanbaalenii PYR-1 [27].

Все полученные нами штаммы относятся к
бактериям, которые, согласно литературным дан-
ным, часто обладают способностью к окислению
различных ПАУ [20]. Причем гены деградации
ПАУ грамположительных и грамотрицательных
бактерий могут отличаться по своей структурной
организации. Так, например, в отличие от Pseudo-
monas и других грамотрицательных бактерий, чьи
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гены деградации нафталина (nah) кластеризова-
ны в один оперон, у грамположительных Rhodo-
coccus обычно встречаются три отдельных струк-
турных гена разложения нафталина (narAa, narAb
и narB) [28, 31]. Кроме того, транскрипция генов
разложения нафталина у родококков индуциру-
ется присутствием в среде нафталина, а nah-гены
псевдомонад транскрибируются в ответ на накоп-
ление салицилатов [28, 31].

Большинство ароматических соединений пре-
вращается бактериями в протокатеховую кислоту
или катехол, которые в дальнейшем разлагаются
путем орто- или мета-расщепления [3]. В отли-
чие от nar и nah, гены, кодирующие синтез клю-
чевого фермента мета-расщепления катехола
(катехол-2,3-диоксигеназы), у грамотрицатель-
ных и грамположительных бактерий нередко вы-
соко гомологичны и легко передаются путем
конъюгации [22].

Интенсивное потребление ПАУ полученными
нами микроорганизмами может быть связано с их
адаптацией к высоким концентрациям ПАУ в со-
ставе загрязняющих веществ исследуемого райо-
на. Аналогичные результаты были зафиксирова-
ны и для бактериальных штаммов, выделенных из
прибрежных вод юга о. Сахалин, подверженных
значительному влиянию антропогенного загряз-
нения [14]. В указанной работе бактерии родов
Cobetia, Pseudoalteromonas, Oceanisphaera, Shewanella,
Pseudomonas, Marinomonas и Thalassospira в первую
очередь разлагали соединения ароматического
ряда, а затем алифатические УВ.

Исследуемые нами микроорганизмы проявля-
ли схожую субстратную специфичность как при
низкой, так и при более высокой температуре ин-
кубации. Вместе с тем, у всех штаммов, кроме
Sphingomonas sp. AP_231, окисление УВ в холо-
дильной камере происходило более интенсивно,
чем при 22°C. Sphingomonas sp. AP_231 расщеплял
УВ модельной смеси с одинаковой эффективно-
стью, независимо от выбранной температуры.
Полученные результаты могут быть связаны с по-
стоянно действующими низкими температурами
в местах обитания исследуемых штаммов и появ-
лением соответствующей адаптации к ним у мик-
роорганизмов. Вероятно, оптимум работы УВО
ферментов указанных бактерий лежит в области
низких температур, и изменение условий инкуба-
ции приводит к снижению энзиматической ак-
тивности. Также не исключено, что данные мик-
роорганизмы способны продуцировать изофер-
менты, отвечающие за разложение одних и тех же
УВ при разных температурах. Переход от синтеза
одного типа ферментов к другому может занимать
продолжительное время. Возможно, по этой при-
чине при 22°C с 7 по 14 сут эксперимента не про-
исходило потребления УВ и увеличения микроб-
ной численности.

Динамика численности микробных клеток в
ходе экспериментов при обеих температурах была
сопоставима со степенью утилизации УВ среды.
Однако, несмотря на интенсивное окисление УВ,
численность клеток всех штаммов к концу экспо-
ненциальной фазы увеличивалась не более, чем
на два порядка по сравнению с исходными значе-
ниями. Это может быть связано, как с действием
внутривидовой конкуренции за источник углеро-
да в ограниченных условиях, так и с дефицитом
азота. Известно, что при недостатке азота многие
микроорганизмы запасают углерод в виде внут-
риклеточных включений. Например, штаммы
бактерий рода Alcanivorax накапливают триацилг-
лицерины и восковые эфиры при избытке в среде
н-алканов [24]. Pseudomonas putida GPo1 может
образовывать внутриклеточные включения поли-
β-гидроксиоктаноата при росте на н-октане [19],
тогда как Acinetobacter sp. М-1 образует восковые
эфиры на среде с гексадеканом [23].

Таким образом, в ходе проведенных исследо-
ваний из Японского моря нами впервые получена
коллекция психротрофных УВОБ, способных к
эффективному окислению широкого спектра УВ.
Для точного понимания механизмов деградации
бактериями УВ в разных условиях, несомненно,
требуется проведение дополнительных исследо-
ваний свойств УВО ферментов и генов, ответ-
ственных за их синтез. Данные штаммы бактерий
в дальнейшем могут быть использованы для со-
здания биопрепаратов для очистки морских аква-
торий дальневосточного региона от аварийных
разливов нефти и нефтепродуктов.

Источник финансирования. Исследование вы-
полнено за счет гранта Российского научного
фонда (проект № 19-74-00028).
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Five strains of psychtrophic hydrocarbon-oxidizing bacteria were isolated from the bottom sediments of the
Peter the Great Bay of the Sea of Japan and classified as the following species: Rhodococcus erythropolis,
Rhodococcus sp., Sphingomonas sp., Pseudomonas sp. and Alcanivorax sp. All the bacteria under study showed
a high oxidizing ability in relation to the decomposition of n-alkanes (C9–C27), phytane, pristane and poly-
cyclic aromatic hydrocarbons at 5°C and 22°C. At the same time at 5°C the degradation of hydrocarbons was
more intense. Despite the different taxonomic affiliation of the obtained microorganisms all strains primarily
utilized short- (C9–C13) and long-chain (C21–27) alkanes, as well as polycyclic aromatic hydrocarbons.
The greatest hydrocarbon-oxidizing effect was demonstrated by the Rhodococcus erythropolis AP_291 strain,
which utilized more than 50% of all hydrocarbons in the model mixture at 5°C during the first week of the
experiment.

Keywords: psychrotrophs, hydrocarbon-oxidizing bacteria, oil, hydrocarbons, Sea of Japan, alkanes, polycy-
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