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Из нефтезагрязненных образцов почв Среднего Приобья выделены микроорганизмы – деструкто-
ры углеводородов, идентифицированные как представители родов Pseudomonas, Rhodococcus, Acine-
tobacter, Kocuria, Raoultella и Candida. Проведен их скрининг на способность к деградации различных
классов углеводородов в широком температурном диапазоне (6–37°C), в кислых средах (до рН 4) и
при повышенной засоленности (до 3%), на способность к продукции биоПАВ и на наличие генов,
кодирующих ключевые ферменты деградации углеводородов. Составлен микробный консорциум в
качестве основы биопрепарата для биоремедиации нефтезагрязненных почв Среднего Приобья,
включающий штаммы Candida fluviatilis 24р-51, Rhodococcus erythropolis 24-44, Acinetobacter calcoaceti-
cus 7-43 и Pseudomonas extremaustralis 7-31. Для данных микроорганизмов были подобраны режимы
культивирования и лиофилизации биомассы. В лабораторных модельных системах оценена эффек-
тивность деградации углеводородов нефти разработанным микробным консорциумом. Степень де-
градации нефти микробным консорциумом в жидкой минеральной среде составила 56%, в модель-
ном грунте – 22% за 10 сут при 24°C.

Ключевые слова: микроорганизмы-нефтедеструкторы, углеводородокисляющая активность, био-
препарат
DOI: 10.31857/S0032180X22050100

ВВЕДЕНИЕ

При интенсивной разработке и эксплуатации
нефтяных месторождений окружающая природ-
ная среда испытывает существенную техноген-
ную нагрузку, часто приводящую к загрязнению
и деградации экосистем [17]. Большинство неф-
тяных месторождений Западной Сибири распола-
гается в географическом районе Среднего Приобья
(Ханты-Мансийский автономный округ – Югра)
на севере таежной зоны Западной Сибири, отлича-
ющейся высокой степенью заболоченности [2, 13].
Данные территории находятся под постоянным
негативным воздействием процессов нефтеза-
грязнения и техногенного засоления почв. Су-
ществующие физические, химические и терми-
ческие методы очистки не позволяют провести

полную рекультивацию нефтезагрязненных тер-
риторий. Биоремедиация является экологически
безопасной и экономически выгодной технологи-
ей для ликвидации и минимизации последствий
разливов нефти [35]. Разложение углеводородов в
почве благодаря метаболической активности мик-
роорганизмов определяется рядом экологических
и биологических факторов, варьирующихся от ме-
ста к месту, таких как pH почвы, температура, до-
ступность кислорода и содержание питательных
веществ, рост и выживаемость углеводородокисля-
ющих микроорганизмов, а также биодоступность
углеводородов [32]. На сегодняшний день имеется
много данных о способности бактерий и грибов,
выделенных из различных биотопов, к окислению
углеводородов нефти [19, 23, 29, 39, 54]. Основны-
ми критериями для отбора перспективных углево-
дородокисляющих микроорганизмов при разра-
ботке микробных консорциумов для очистки
окружающей среды от нефти и нефтепродуктов

1 Дополнительные материалы к этой статье доступны по
doi 10.31857/S0032180X22050100 для авторизованных поль-
зователей.
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являются: способность к деградации разных
классов углеводородов, наличие плазмид биоде-
градации, устойчивость к низким значениям рН и
присутствию соли (хлорида натрия), способность
к синтезу биологических поверхностно-актив-
ных веществ (биоПАВ) и окисление углеводоро-
дов в широком температурном диапазоне [3, 25,
36, 43, 49]. 

Целью данной работы была разработка микроб-
ного консорциума, перспективного для очистки
нефтезагрязненных территорий Среднего Приобья.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ
Пробоотбор и характеристика образцов. Отбор

образцов осуществлялся на торфяных олиго-
трофных, мезотрофных и пойменных болотах, а
также в заболоченном лесу из профиля оторфо-
ванного глеезема. В системе WRB почвы олиго-
трофных и мезотрофных болот определяются как
Hyperdystric Histosols, почвы пойменного болота –
Histic Fluvisols, а оторфованные глееземы – Histic
Gleysols. Для каждого типа биогеоценоза образ-
цы почв были отобраны на нескольких нефте-
загрязненных участках нерекультивированных
почв Среднего Приобья (различающихся степе-
нью и возрастом загрязнения, наличием/отсут-
ствием признаков засоления), и их фоновых (чи-
стых) аналогах (подробное описание образцов
представлено в статье [14]).

Содержание нефтепродуктов определяли ме-
тодом ИК-спектрометрии [8]. Интенсивность
эмиссии СО2 оценивали по количеству выделив-
шегося СО2 из влажных образцов при комнат-
ной температуре, отнесенного к массе сухой
почвы [10]. Кислотность почвы определяли со-
гласно ГОСТ 26423-85.

Среды и условия культивирования микроорганиз-
мов. В работе использовали полноценную среду
Лурия–Бертани [46] и минеральную среду Эванса
[26]. Для получения агаризованных сред добавляли
2% (вес./об.) агара (“Difco”, США). Для получения
сред с пониженными показателями кислотности
рН доводили до значений 5 и 4 концентрирован-
ной соляной кислотой, для сред с повышенной
засоленностью – вносили 3% (вес./об.) NaCl.
Культивирование микроорганизмов в жидкой
среде проводили в колбах Эрленмейера объемом
750 мл или пробирках объемом 50 мл при переме-
шивании на орбитальной качалке (120 об./мин).
Температура и время культивирования указаны в
описании конкретных экспериментов.

В качестве единственного источника углерода
и энергии в жидкую минеральную среду добавля-
ли в количестве 2% (вес./об. для твердых и об./об.
для жидких) один из следующих субстратов: сы-
рая нефть, дизельное топливо, нафталин, β-метил-
нафталин, фенантрен, антрацен, пирен, флуорен,

камфора, бензол, этилбензол, фенол, протокатехо-
ат натрия, салицилат натрия, 4-метилкатехол, но-
нан, декан, ундекан, додекан, или гексадекан, а
гексан и октан вносили в отросток колбы для вы-
ращивания в парах. Для агаризованной среды
Эванса дизельное топливо вносили в одноразо-
вом пластиковом наконечнике на крышку пере-
вернутой чашки Петри.

Определение численности микроорганизмов.
Для образцов почвы брали 1 г навески и вносили
ее в колбу со 100 мл физиологического раствора,
для сухого препарата – 1 г навески вносили в 9 мл
физиологического раствора. Пробы перемешивали
в течение 30 мин. Далее использовали стандартную
методику серийных разведений с высевом до от-
дельных колоний на агаризованные среды (среда
Лурия–Бертани для определения общего количе-
ства микроорганизмов; среда Эванса с дизельным
топливом для оценки численности нефтедеструк-
торов). Чашки Петри инкубировали при темпера-
туре 24°С в течение 2 сут (среда Лурия–Бертани) и
5 сут (среда Эванса). Высевы проводили в трех
повторах.

Выделение и характеристика углеводородокисля-
ющих микроорганизмов. Навеску смеси отобранных
образцов почвы (общий вес 5 г) помещали в колбу
Эрленмейера со 100 мл среды Эванса (рН 5, 3% хло-
рида натрия, 2% об./об. сырой нефти). Культиви-
рование проводили в течении 10 сут при 24°C и
20 сут при 6°C. Затем делали высевы на агаризо-
ванную среду Лурия–Бертани. Морфологически
различимые колонии клеток рассевали до отдель-
ных колоний для получения чистых культур. Вы-
деленные чистые штаммы вторично проверяли на
углеводородокисляющую активность по росту в
минеральной среде Эванса с нефтью при 24°С в
течение 10 сут.

Таксономическая идентификация наиболее ак-
тивных штаммов-нефтедеструкторов и поиск генов,
ответственных за деградацию углеводородов. Ге-
номную ДНК бактерий выделяли с использова-
нием набора diaGene (Россия). Выделение плаз-
мидной ДНК проводили методом щелочного ли-
зиса [7].

Идентификацию выделенных микроорга-
низмов-деструкторов осуществляли определе-
нием первичной нуклеотидной последователь-
ности фрагмента гена 16S рРНК (для бактерий)
и ITS-региона (для дрожжевых грибов). Поли-
меразную цепную реакцию (ПЦР) осуществля-
ли в термоциклере GeneAmp PCR System 9700
(Applied Biosystems, США). Нуклеотидная после-
довательность, температура отжига праймеров и
размер ПЦР продуктов приведены в [11, 12]. По-
лученные ПЦР-продукты очищали, используя
GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Scientific,
США) по протоколу фирмы изготовителя [28].
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Определение нуклеотидной последовательно-
сти ампликонов проводили на секвенаторе Ap-
plied Biosystems 3130 × 1 с использованием набора
для секвенирования BigDye v.3.1. Анализ иден-
тичности нуклеотидных последовательностей вы-
полняли с помощью программы BLASTN [18].

Электрофорез проводили в 0.8–1%-ном гори-
зонтальном агарозном геле и 0.5× трис-боратном
буфере [46]. Визуализацию ДНК проводили пу-
тем добавления бромистого этидия в агарозу в ко-
нечной концентрации 0.5 мкг/мл.

Пульс-электрофорез проводили по протоколу
фирмы-производителя (Bio-Rad, США). Приго-
товление блок-вставок осуществляли согласно [15].

Определение субстратной специфичности микро-
организмов-деструкторов. Микроорганизмы куль-
тивировали в пробирках с 10 мл среды Эванса с до-
бавлением субстрата при 24°С в течение 10 сут.

Продукция биологических поверхностно-актив-
ных веществ. Микроорганизмы выращивали на
среде Эванса с дизельным топливом при 24°C в
течение 5 сут. Культуральную жидкость отстаива-
ли в течение 30 мин в делительных воронках, затем
отбирали нижнюю, водную часть пробы, избавля-
ясь таким образом от пленки остаточного субстра-
та. Измерение проводили методом Дю Нуи (отрыв
кольца) на тензиометре К6 (Kruss, ФРГ) при ком-
натной температуре. Поверхностное натяжение
раствора сравнения (минеральная среда Эван-
са) – 72 мН/м.

Модельные системы с сырой нефтью. Экспери-
менты с жидкой средой проводили в колбах Эр-
ленмейера, содержащих по 100 мл среды Эванса и
2, 10 или 20% (об./об.) сырой нефти. Экспери-
менты с песком проводили в контейнерах, содер-
жащих по 1 кг промытого и стерилизованного
речного песка с 10% (вес./вес.) сырой нефти. Для
инокулята брали суспензию микроорганизмов,
выращенных на среде Лурия–Бертани, или обра-
зец сухого препарата, разведенного в физиологи-
ческом растворе. Посевную дозу рассчитывали
для достижения итоговой концентрации микро-
организмов 1 × 107 КОЕ на мл или г среды. Куль-
тивирование проводили в течение 10 сут при
24°C. Колбы помещали на орбитальную качалку
(120 об./мин), песок тщательно рыхлили при за-
севе и через 5 сут. Каждую систему готовили в
трех повторах.

Оценка степени деградации нефти. Остаточное
содержание углеводородов нефти в жидкой среде
и песке определяли методом газовой хроматогра-
фии после экстракции хлористым метиленом в
соответствии с [4]. Для проведения измерений
использовали газовый хроматограф с пламенно-
ионизационным детектором Agilent 6890N (Agi-
lent, США) и капиллярную колонку типа DB-1
(30 м × 0.25 мм × 0.50 мкм). Степень деградации
углеводородов оценивали по сравнению с кон-

тролем (модельная система с нефтью без микро-
организмов). Каждое измерение проводили в трех
повторностях.

Культивирование штаммов микробного консор-
циума. Работа была выполнена на УНУ “Опытная
технологическая установка ИБФМ РАН” (ОТУ
ИБФМ РАН), рег. № 279918 на сайте www.ckp-
rf.ru. Инокулят выращивали на среде Лурия–Бер-
тани, объем вносимого инокулята составлял 100 мл.
Культивирование выполняли в ферментерах объ-
емом 10 л (АНКУМ), содержащих 7.5 л среды сле-
дующего состава (г/л): пептон – 7.0, дрожжевой
экстракт – 5.0, хлорид натрия – 1.0, семиводный
сульфат марганца – 0.1, семиводный сульфат маг-
ния – 0.3, сульфат аммония – 5.0, двенадцативод-
ный гидроортофосфат калия – 2.0, двенадцативод-
ный дигидроортофосфат калия – 0.5, глюкоза –
25.0. Параметры процесса культивирования под-
держивали следующими: температура 28°C, рН 7.0,
скорость перемешивания 450 об./мин, аэрация
0.5–1.0 л/мин. Продолжительность процесса куль-
тивирования микроорганизмов составляла 16–
22 ч (до прекращения роста оптической плотно-
сти в течение 2–4 ч).

Отделение микробной биомассы проводили
на центрифуге К-70 (Janezki, Германия) при ско-
рости вращения ротора 4500 об./мин и темпера-
туре 5°C в течение 30 мин.

Получение сухого препарата. Полученную био-
массу смешивали в соотношении 1 : 1 (вес./об.) с
5% раствором глутамата натрия. Суспензию за-
мораживали при –40°C. Лиофилизацию произво-
дили в вакуум-сушильных аппаратах КС-30. Сухой
препарат упаковывали в стерилизованные поли-
этиленовые пакеты.

Статистическая обработка результатов. Обработ-
ку результатов осуществляли c помощью встроен-
ного статистического пакета Excel (MS Office 2020).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Подробное описание отобранных образцов

верхних горизонтов основных типов почв, отно-
сящихся к доминирующим типам биогеоцено-
зов Среднего Приобья, представлено в публика-
ции [14]. Почвы были диагностированы как тор-
фяная олиготрофная, торфяная мезотрофная,
аллювиальная болотная торфяная и глеезем отор-
фованный. При этом, хотя аллювиальные и мезо-
трофные торфяные почвы уступают по площади
распространения в регионе олиготрофным, они
играют большую роль в поддержании био- и пе-
доразнообразия [1]. В табл. 1 приведены характе-
ристики отобранных образцов почвы. Показатель
рН в среднем для всех биотопов составлял 5.2.
Наибольшая величина эмиссии углекислого газа
была выявлена во всех чистых фоновых образцах,
что, вероятно, свидетельствует об активном мета-
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болизме микробного сообщества. В загрязненных
образцах торфяной олиготрофной почвы высо-
кая концентрация нефтепродуктов и низкие зна-
чения рН отрицательно влияли на количество
нефтедеструкторов и интенсивность эмиссии
CO2. Однако подобный эффект не наблюдался в
загрязненных пробах остальных биотопов. Вы-
явлена положительная корреляция между чис-
ленностью нефтедеструкторов и показателем
интенсивности эмиссии углекислого газа.

Трофимовым с соавт. показано, что в исследуе-
мых нефтезагрязненных образцах основной вклад
в образование углекислого газа, вероятно, вносят
микроорганизмы-деструкторы, использующие со-
единения нефти в своем метаболизме [14]. Де-
тальное изучение основных физико-химических
свойств биотопов и показателей углеводородного
состояния почв, а также оценка количества нефте-
деструкторов позволили выбрать следующие об-
разцы из трех биотопов: Р4.1, Г2.2.2, М2. В качестве

критериев отбора использована следующая сово-
купность свойств: низкое значение рН, содержа-
ние углеводородов нефти более 25%, высокий по-
казатель интенсивности эмиссии углекислого га-
за и доля нефтедеструкторов более 20%.
Поскольку нефтезагрязненные образцы аллюви-
альной болотной почвы и глеезема оторфованно-
го были единичными (П1 и Л2), то они также бы-
ли отобраны для дальнейших экспериментов.

В результате накопительного культивирова-
ния смеси образцов почвы при 24°C было выделе-
но 24 штамма, при 6°C – 20. Полученные чистые
культуры микроорганизмов были вторично про-
верены на способность к росту на нефти, что поз-
волило отобрать 14 микроорганизмов-нефтеде-
структоров: 24р-61, 24-21, 7р-81, 24р-83, 24-41, 7р-
72, 24-44, 7р-51, 7р-62, 7-43, 7-31, 24р-71, 24р-51,
7-41.

По данным ряда исследователей в образцах за-
грязненных почв с территорий действующих неф-

Таблица 1. Характеристика отобранных образцов почвы

* Величина эмиссии CO2: 1 – высокая, 2 – средняя, 3 – низкая (ранжирование выполнено в соответствии с результатами,
описанными в [10]).
** Г – торфяная олиготрофная почва (мочажина олиготрофного грядово-мочажинно-сфагнового комплекса), Р – олиго-
трофное сосново-кустарничково-сфагновое болото, М – торфяная мезотрофная почва (мезотрофное березово-сосновое
травяно-моховое болото – мезотрофное болото), П – аллювиальная болотная почва (эвтрофное аллювиальное травяно-осо-
ковое болото), Л – глеезем оторфованный (темнохвойно-мелколиственный лес).

Образец Содержание 
нефтепродуктов, %

Доля (%) нефтедеструкторов
от общей численности 

микроорганизмов
рН

Интенсивность 
эмиссии CO2*

Р2.1.1** 46.6 2.26 3.9 3
Р2.1.2 19.4 12.92 4.0 2
Р2.2.1 43.4 7.27 5.0 3
Р2.2.2 31.0 2.85 4.1 3
Р3 22.7 24.56 6.2 2
Р4.1 25.7 27.59 5.5 2
Р4.2 34.1 18.82 5.8 2
Р5 14.7 13.80 5.1 2
Г2.1.1 36.3 4.18 5.2 3
Г2.1.2 13.3 30.29 5.1 2
Г2.2.1 18.0 16.26 5.7 1
Г2.2.2 45.1 40.21 5.5 1
Г3 34.7 33.63 5.8 1
Л2 19.1 13.74 6.2 2
М1 15.7 2.32 6.2 1
М2 25.9 47.21 4.3 2
П1 32.4 18.37 6.1 3
Р1 (фон) 0.9 3.02 4.0 1
Г1 (фон) 0.3 15.64 4.3 2
Л1 (фон) 1.4 12.33 5.2 1
П1 (фон) 0.1 2.94 5.8 1
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теперерабатывающих заводов, сельскохозяйствен-
ных угодий или промышленных площадок наблю-
дается доминирование следующих бактериальных
родов: Megamonas, Paenibacillus, Bacillus, Aquicella,
Alicyclobacillus, Anaeromyxobacter, Bdellovibrio, Ni-
trospiria, Oscillospiria, Mycobacterium, Rhodococcus,
Pseudomonas, Burkholderia, Chromobacterium, Xan-
thomonas и Acinetobacter [21, 42, 53]. В настоящем
исследовании были выделены представители
бактерий родов Pseudomonas (5 штаммов), Bacil-
lus (1 штамм), Raoutella (1 штамм), Acinetobacter
(1 штамм) и Kocuria (1 штамм) (табл. 2). Виды
рода Pseudomonas зачастую являются наиболее
распространенными микроорганизмами в нефте-
загрязненных почвах, что свидетельствует о зна-
чительном вкладе штаммов данного рода в процесс
деградации углеводородов [20]. Выявлено, что сре-
ди выделенных штаммов кроме бактерий присут-
ствуют 5 представителей дрожжей вида Candida flu-
viatilis. По данным Поляковой [44] отличительной
особенностью таксономической структуры мик-
робного сообщества торфов является более высо-
кая встречаемость и разнообразие дрожжей аско-
мицетового аффинитета родов Pichia, Debaryomy-
ces, Metschnikowia, Candida по сравнению с другими
почвами. Можно сделать предположение, что бак-
терии рода Pseudomonas и дрожжи Candida fluvi-
atilis являются специфическими микроорганиз-
мами почвенных биотопов Среднего Приобья и
могут рассматриваться как важные участники
процессов биодеградации.

Для составления наиболее эффективного кон-
сорциума необходимо учитывать как особенно-
сти климата и почв региона, где планируется про-
ведение ремедиационных мероприятий, так и об-
щие принципы биодеградации, обеспечивающие
возможность микробной деструкции субстратов-
загрязнителей. На основе этого утверждения бы-
ли сформулированы конкретные критерии отбо-
ра штаммов.

По данным авторов [14], для различных биото-
пов Среднего Приобья характерны засоленные
почвы с низкими значениями рН. Кроме того,
средняя температура летом в данном регионе ва-
рьирует от 7 до 35°C. Анализ результатов экспери-
ментов по оценке способности микроорганизмов
к деградации нефти в температурном диапазоне
от 6 до 37°С при низких значениях рН и в присут-
ствии хлорида натрия выявил штаммы, обладаю-
щие наиболее активным ростом в перечисленных
условиях: штаммы Candida fluviatilis 24-21, 24р-51,
24р-71, 24р-83; Acinetobacter calcoaceticus 7-43;
Rhodococcus erythropolis 24-44 и Pseudomonas ex-
tremaustralis 7-31 (табл. S1, S2). Следует отметить,
что доминирующими в этих исследованиях были
дрожжи вида Candida fluviatilis. Как известно,
дрожжевые грибы зачастую преобладают в средах
с высокой засоленностью и повышенной кислот-
ностью.

Алифатические, разветвленные и циклоали-
фатические алканы, а также различные моно- и
полициклические ароматические углеводороды
(ПАУ) являются наиболее распространенными уг-
леводородами, входящими в состав нефти и про-
дуктов ее переработки. Несмотря на то, что поч-
венные микроорганизмы утилизируют широкий
класс субстратов, для биоремедиации террито-
рий, загрязненных таким сложным комплексом
углеводородов, необходимо все же совместное
участие микроорганизмов, обладающих различ-
ными генетическими системами катаболизма
углеводородов. В табл. 2 представлены результа-
ты анализа штаммов на способность к росту на
различных углеводородных субстратах. Выявле-
но, что псевдомонады 7р-81, 7-41, 7-31 и 7р-62
способны деградировать как алифатические, так
и ароматические углеводороды. Дрожжи Candida
fluviatilis и бактерия Rhodococcus erythropolis 24-44
обладали наиболее активным ростом в минераль-
ной среде с н-алканами.

Знание метаболических путей и генов, участ-
вующих в деградации углеводородов, помогает в
оптимизации подходов к биоремедиации, поэто-
му наличие генов деградации н-алканов и арома-
тических углеводородов в исследуемых штаммах
определяли методом ПЦР с праймерами к после-
довательностям известных катаболических генов.

Исследуемые штаммы были протестированы
методом ПЦР на наличие гена alkB, кодирующего
алкан гидроксилазу, с праймерами позволяющи-
ми амплифицировать фрагмент данного гена у та-
ких филогенетически удаленных родов, как Pseu-
domonas, Rhodococcus, Burkolderia, Bacillus, Myco-
bacterium, Amycolicicoccus, Nocardioides, Prauserella,
Micromonospora, Frankia, Alcanivorax и др. [50]. Ген
alkB может служить маркером для определения
биоремедиационного потенциала территорий, за-
грязненных нефтью [50]. Специфичная амплифи-
кация гена alkB наблюдалась у четырех исследован-
ных в работе штаммов: P. extremaustralis 7-31, P. flu-
orescens 7-41, P. veronii 7p-62 и P. fluorescens 7p-81
(табл. S3). Rhodococcus erythropolis 24-44 способен
к росту на алканах с длиной цепи от С9, однако в
данном штамме не был обнаружен ген alkB, коди-
рующий алкан гидроксилазу. Следует отметить,
что способность к деградации алканов у штаммов
Rhodococcus sp. может быть обусловлена наличием
CYP-генов, также ответственных за деградацию ал-
канов [40]. Вероятно, в штамме Rhodococcus erythrop-
olis 24-44 за окисление алканов отвечают CYP гены.

Начальной стадией деградации ПАУ у боль-
шинства микроорганизмов является включение
атома кислорода в ароматическое кольцо при
участии гидроксилирующей диоксигеназы. Ге-
ны phnAc и nahAc, кодирующие большие субъ-
единицы фенантрен 3,4- и нафталин 1,2-, диок-
сигеназ, соответственно, считаются хорошими
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маркерами для оценки биодеградационного по-
тенциала микрофлоры загрязненных нефтью и
нефтепродуктами почв [34, 52]. Ни в одном из ис-
следуемых образцов не наблюдалось специфичной
амплификации гена phnAc. При амплификации ге-
на большой субъединицы нафталин 1,2-диокси-
геназы ПЦР-продукты соответствующего разме-
ра были получены только в случае псевдомонад:
7-31, 7-41, 7p-51, 7p-62 и 7p-81.

Штаммы P. putida 7p-51 и P. fluorescens 7p-81
способны к росту как на нафталине, так и на фе-
нантрене в качестве единственного источника уг-
лерода и энергии. Однако по результатам ПЦР-
анализа в данных штаммах присутствует только
последовательность гена большой субъединицы
нафталин 1,2-диоксигеназы. Известно, что наф-
талин 1,2-диоксигеназа обладает широкой суб-
стратной специфичностью и может участвовать в
окислении более высокомолекулярных ПАУ, та-
ких как фенантрен, антрацен и бифенил [31, 47].
Вероятно, в этих штаммах расщепление кольца
фенантрена также происходит при участии наф-
талин 1,2-диоксигеназы.

Салицилат служит ключевым интермедиатом
в путях катаболизма многих ароматических угле-
водородов [22, 24, 27, 33]. Для изучения генетиче-
ского контроля деградации салицилата у исследу-

емых штаммов проводили ПЦР-анализ на при-
сутствие следующих катаболические гены: nahG,
nahH и nagG, которые кодируют салицилат 1-гид-
роксилазу, катехол 2,3-диоксигеназу и большую
субъединицу оксигеназного компонента салици-
лат 5-гидроксилазы соответственно. При ампли-
фикации гена nagG ПЦР-продуктов не было полу-
чено ни с одним из исследуемых образцов. После-
довательности генов салицилат 1-гидроксилазы,
nahG, а также гена катехол 2,3-диоксигеназы, nahH,
были обнаружены только у штаммов рода Pseudo-
monas: 7-31, 7-41, 7p-51, 7p-62 и 7p-81.

Пять штаммов псевдомонад – P. extremaustralis
7-31, P. fluorescens 7-41, P. putida 7p-51, P. veronii 7p-62
и P. fluorescens 7p-81 – одновременно содержат
последовательности генов nahAc, nahG, а также
гена nahH, что свидетельствует о присутствии в
данных штаммах “классических” оперонов ката-
болизма нафталина [5].

Известно, что гены, ответственные за катабо-
лизм различных ксенобиотиков, могут иметь как
хромосомную локализацию, так и располагаться
на коньюгативных плазмидах большого размера
[30, 45]. Для детекции плазмидной ДНК в иссле-
дуемых штаммах использовали два подхода: ще-
лочной лизис и пульс-электрофорез в агарозных
блок-вставках. Комбинация этих двух методов поз-

Таблица 3. Данные субстратной специфичности наиболее перспективных микроорганизмов-деструкторов

* 3 – максимальный показатель роста на субстрате, 2 – средний показатель роста на субстрате, 1 – рост на субстрате, 0.5 –
слабый рост на субстрате.
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24-21 3* 1 3 0.5 3
24р-51 3 2 1 3 3 3 3 0.5
24р-71 3 1 1 0.5 3 1
24р-83 3 2 2 2 2 0.5
24р-61 3 0.5 2 1 2 2 1 2 2 1
24-44 3 3 3 3 3
24-41 2 2 2 2 2
7р-72 2 0.5 2 2
7-43 3 2 0.5 2 3 3 0.5 3 3 0.5
7-41 1 3 3 0.5 3 0.5 2 0.5 3 3 0.5
7р-62 1 3 3 1 2 3 2 1 0.5
7-31 3 2 2 3 2 2 2 2 3 3 0.5
7р-51 2 1 1 3 1 1 0.5 0.5 1 0.5 0.5 1 1 3
7р-81 0.5 3 3 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 2 2 0.5 3 2 3 1 0.5
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воляет достоверно определить наличие в штамме
плазмид даже относительно большого размера (бо-
лее 200 т. п. н.). У пяти штаммов, относящихся к ро-
ду Pseudomonas (P. extremaustralis 7-31, P. fluorescens
7-41, P. putida 7p-51, P. veronii 7p-62 и P. fluorescens
7p-81), были обнаружены плазмидные ДНК раз-
мером более 180 т. п. н. Так как ни одним из двух
вышеперечисленных подходов не удалось обна-
ружить плазмидные ДНК у оставшихся девяти
штаммов, то можно с уверенностью утверждать
об отсутствии плазмид в следующих штаммах:
Candida fluviatilis 24-21, Raoutella planticola 24-41,
Candida fluviatilis 24p-51, Kocuria rosea 24p-61, Can-
dida fluviatilis 24p-71, Candida fluviatilis 24p-83,
Acinetobacter calcoaceticus 7-43, Candida fluviatilis
7p-72, Rhodococcus erythropolis 24-44. Наличие гена
nahH является косвенным свидетельством плаз-
мидной локализации катаболических оперонов
[48], весьма вероятно, что у исследуемых штам-
мов псевдомонад гены биодеградации нафталина
также расположены на плазмидах.

Микроорганизмы обладают различными меха-
низмами для обеспечения эффективного потреб-
ления углеводородных субстратов, например, та-
кими как образование поверхностно-активных ве-
ществ [35]. БиоПАВ являются амфифильными
соединениями, способными значительно снижать
поверхностное и межфазное натяжение. Способ-
ность к продукции таких соединений широко рас-
пространена среди нефтеокисляющих микроорга-
низмов [16, 38]. Наличие в ростовой среде биоПАВ
обеспечивает эмульгирование нерастворимых в во-
де субстратов, к которым относятся и углеводоро-
ды [37]. Такой механизм, как предполагается, спо-
собствует увеличению биодоступности субстрата
для клеток, что облегчает его использования в
качестве источника углерода и энергии, а, следо-
вательно, позволяет повысить эффективность
биодеградации в целом [41]. В качестве важней-
шего критерия отбора продуцентов биоПАВ рас-
сматривается уменьшение поверхностного натя-
жения культуральной среды не менее чем до
40 мН/м [51]. Среди исследуемых микроорганиз-
мов, только для одного штамма, Rhodococus eryth-
ropolis 24-44, было отмечено существенное сниже-
ние поверхностного натяжения (до 30 ± 1 мН/м)
(табл. S4), что свидетельствует о его способности
к продукции эффективных биоПАВ.

Таким образом, были сформулированы следу-
ющие критерии, по которым производился отбор
наиболее эффективных штаммов в итоговый кон-
сорциум: наличие широкого спектра окисляемых
субстратов различных классов; способность к ро-
сту на углеводородах в широком температурном
диапазоне; способность к росту на углеводородах в
кислых средах; способность к росту на углеводоро-
дах при повышенном содержании соли; наличие
плазмид; способность к продукции биоПАВ.

Спектр окисляемых субстратов оценивали от-
дельно для трех классов соединений: алканы,
МАУ (моноциклические ароматические углево-
дороды) и ПАУ. Наиболее перспективными для
включения в состав консорциума являлись штам-
мы, получившие высокие ранги “3” и “4”: Candi-
da fluviatilis 24р-51, Rhodococcus erythropolis 24-44,
Acinetobacter calcoaceticus 7-43, Pseudomonas fluo-
rescens 7-41, Pseudomonas extremaustralis 7-31 и Pseu-
domonas fluorescens 7р-81. В процессе выполнения
экспериментов была выявлена плохая осаждае-
мость клеток штамма 7р-81, что очень затрудняет
получение биомассы для препарата. Кроме того,
для меньшей конкуренции в метаболизме штам-
мов целесообразно включать микроорганизмы
разных родов, поэтому в состав консорциума во-
шли штаммы Candida fluviatilis 24р-51, Rhodococcus
erythropolis 24-44, Acinetobacter calcoaceticus 7-43 и
Pseudomonas extremaustralis 7-31.

Отобранные штаммы были проанализированы
в отношении эффективности деградации различ-
ных фракций нефти. Наблюдалось постепенное
снижение деградационной активности штаммов
Acinetobacter calcoaceticus 7-43 и Candida fluviatilis
24р-51 с увеличением уровня исходной концентра-
ции нефти (рис. 1a). Деградационная активность
штамма Pseudomonas extremaustralis 7-31 резко, в
5 раз, уменьшалась с увеличением количества неф-
ти в среде с 2 до 10%. Деградация нефти штаммом
Rhodococcus erythropolis 24-44 практически не изме-
нялась с увеличением концентрации нефти в среде,
однако менялось соотношение убыли углеводоро-
дов разных фракций: при высоких концентрациях
штамм обладал большей активностью в отношении
углеводородов высококипящей фракции нефти.

В модельных системах с 2% нефти была прове-
дена качественная и количественная оценка оста-
точного содержания ПАУ (табл. S5). В системе со
штаммом 24р-51 выявили наибольшее снижение
концентрации нафталина и дибенз(а, h)антраце-
на. Штамм 7-31 активно потреблял нафталин,
флуорантен, дибенз(а, h)антрацен и бензо(g,h,
i)перилен. Для штамма 7-43 обнаружили наи-
большее уменьшение количества нафталина, антра-
цена, флуорантена, бенз(а)антрацена, бенз(а)пире-
на и дибенз(а, h)антрацена. Для системы со штам-
мом 24-44 не выявлено значительного изменения
концентрации ПАУ, в то же время родококк зна-
чительно деградировал н-алканы как среднекипя-
щей, так и высококипящей фракций углеводоро-
дов нефти (табл. S6). Исходя из суммарных значе-
ний остаточных концентраций ПАУ (табл. S5),
наибольшая общая деградация ПАУ выявлена в
модельных системах со штаммом 7-31 по сравне-
нию с контролем без микроорганизмов. Следует
отметить, что к среднекипящей фракции углево-
дородов нефти относятся нафталин, аценафтен,
флуорен, фенантрен и антрацен. Причем полу-
ченные результаты соотносятся с наличием генов
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деградации ПАУ, обнаруженных у штамма Pseu-
domonas extremaustralis 7-31, что, вероятно, и обу-
словило наибольшую убыль ароматических угле-
водородов.

Основой большинства биопрепаратов для
очистки территорий и акваторий от нефтяных
загрязнений являются живые клетки микроор-
ганизмов, сохранившие высокую активность

ферментных систем биодеградации компонен-
тов нефти. Получение биомассы жизнеспособ-
ных бактерий (культивирование) является ос-
новным этапом получения биопрепарата. От ка-
чества полученного биоматериала зависит и
эффективность биоремедиации. В то же время
стадия культивирования микроорганизмов – од-
на из самых затратных: расходы на питательные

Рис. 1. Степень деградации углеводородов разных фракций в жидкой минеральной среде с разным содержанием неф-
ти (а) и в жидкой минеральной среде и песке с 10% нефти (b) относительно контрольных систем без микроорганизмов
за 10 сут при температуре 24°C. Планки погрешностей обозначают стандартное отклонение для трех биологических
повторов.
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среды, электроэнергию для биореакторов и т. д.
составляют большую часть себестоимости готового
биопрепарата. Поэтому на заключительном этапе
работы проводили отработку режимов культивиро-
вания штаммов микробного консорциума. В табл. 4
представлены результаты по раздельному глу-
бинному культивированию штаммов микроб-
ного консорциума. Длительность процесса со-
ставляла от 16 до 22 ч. Численность микроорганиз-
мов в концентрированных суспензиях составляла
более 1 × 109 КОЕ/мл, что свидетельствует о сба-
лансированности химического состава питатель-
ных сред и оптимально подобранных условиях
культивирования штаммов. Куюкиной с соавт.
[6] было продемонстрировано совместное куль-
тивирование микроорганизмов одного рода. Од-
нако подобный подход невозможно было исполь-
зовать в нашей работе, так как условия для опти-
мального роста бактерий и дрожжей микробного
препарата значительно различались.

Одним из критических параметров, определя-
ющих качество бактериальных препаратов, ис-
пользуемых в различных отраслях, является со-
хранение числа жизнеспособных клеток (КОЕ) в
процессе высушивания. Важнейшую роль для
успешного решения задачи стабилизации КОЕ
является выбор оптимальной композиции за-
щитных сред (криопротекторов). В составе за-
щитных сред основную роль играют две группы
веществ: углеводно-белковые структуры, опре-
деляющие кристаллическую структуру при за-
мораживании продуктов, и группа антиокси-
дантов. В качестве антиоксиданта использовали
глутамат натрия в количестве 5%, продемон-
стрировавшего высокую эффективность в рабо-
те [9]. Численность жизнеспособных микроор-
ганизмов в полученных сухих препаратах варьи-
ровала от 109 до 1011.

На основе полученных результатов был при-
готовлен сухой препарат, включающий штам-
мы, входящие в состав консорциума. Числен-
ность в концентрате составила – 1.5 × 1010 КОЕ/г

сухого препарата. Через 1 мес. хранения сухого
препарата консорциума при температуре 6°C чис-
ленность микроорганизмов сократилась в 1.2 раза,
что свидетельствует о высокой эффективности
хранения биомассы микроорганизмов-нефтеде-
структоров.

Для оценки качества полученного сухого пре-
парата микробного консорциума были проведе-
ны модельные лабораторные эксперименты. Ре-
зультаты анализа (рис. 1b) продемонстрировали
более равномерное потребление углеводородов
разных фракций нефти, как в жидкой минераль-
ной среде, так и в песке, по сравнению с рис. 1a
(уровень загрязнения 10%). Убыль нефти в жид-
кой минеральной среде составила 56%, что пре-
вышало показатели, полученные для отдельных
микроорганизмов (рис. 1a). Деградация нефти
микробным консорциумом в жидкой среде про-
исходила в 2 раза быстрее по сравнению с песком.
Вероятно, при активном перемешивании жидкой
минеральной среды увеличивались доступ кисло-
рода и равномерность распределения углеводоро-
дов в системе, что способствовало ускоренному
потреблению углеводородов микроорганизмами
консорциума. Для обеспечения эффективности
деградации углеводородов нефти микробным
консорциумом в почвенных системах необходи-
ма периодическая вспашка почвы и увеличение
срока рекультивации.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На основании анализа физиолого-биохимиче-
ских и генетических свойств выделенных и иден-
тифицированных штаммов-деструкторов углево-
дородов нефти составлен алгоритм разработки
микробного консорциума для очистки нефтеза-
грязненных территорий Среднего Приобья. В со-
став микробного консорциума вошли следующие
штаммы – Candida fluviatilis 24р-51, Rhodococcus
erythropolis 24-44, Acinetobacter calcoaceticus 7-43 и
Pseudomonas extremaustralis 7-31.

Таблица 4. Культивирование штаммов консорциума и получение сухих препаратов

Штамм Время 
роста, ч

Вес концентри-
рованной 

биомассы, г

Численность 
микроорга-

низмов,
КОЕ/мл

в концентриро-
ванной биомассе

Вес сухого 
препарата, г

Численность 
микроорганизмов, 

КОЕ/г сухого 
препарата

Candida fluviatilis 24р-51 20 140 2.2 × 1010 82 1.8 × 109

Rhodococcus erythropolis 24-44 22 150 1.9 × 1010 98 1.1 × 1011

Acinetobacter calcoaceticus 7-43 18 160 2.0 × 1010 71 1.6 × 1010

Pseudomonas extremaustralis 7-31 16 110 5.2 × 109 88 2.5 × 109
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Development of a Microbial Consortium for Bioremediation of Oil-Contaminated Soils 
of the Middle Ob Region

A. A. Vetrova1, *, S. Ya. Trofimov2, R. R. Kinzhaev2, N. A. Avetov2, A. V. Arzamazova2,
I. F. Puntus1, O. I. Sazonova1, S. L. Sokolov1, R. A. Streletskii2, K. V. Petrikov1,

Ya. A. Delegan1, V. A. Samoylenko1, and A. E. Filonov1

1 Federal Research Center “Pushchino Scientific Center for Biological Research of the Russian Academy of Sciences”,
G.K. Skryabin Institute of Biochemistry and Physiology of Microorganisms of the Russian Academy of Sciences,

Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia
2 Lomonosov Moscow State University, Faculty of Soil Science, Moscow, 119991 Russia

*e-mail: phdvetrova@gmail.com

Hydrocarbon-degrading microorganisms identified as representatives of the genera Pseudomonas, Rhodococ-
cus, Acinetobacter, Kocuria, Raoultella and Candida were isolated from oil-contaminated soil samples of the
Middle Ob region. They were screened for the ability to degrade various classes of hydrocarbons in a wide
temperature range (6–37°C), in acidic media (up to pH 4) and at increased salinity (up to 3%), for the ability
to produce biosurfactants and for the presence of genes encoding enzymes responsible for hydrocarbon deg-
radation. A microbial consortium was compiled as the basis of a biological preparation for bioremediation of
oil-contaminated soils of the Middle Ob region, including strains of Candida fluviatilis 24p-51, Rhodococcus
erythropolis 24-44, Acinetobacter calcoaceticus 7-43 and Pseudomonas extremaustralis 7-31. The modes of cul-
tivation and lyophilization of biomass were selected for these microorganisms. The efficiency of oil hydrocar-
bons degradation by the developed microbial consortium was evaluated in laboratory model systems. The de-
gree of oil degradation by the microbial consortium in the liquid mineral medium was 56%, in the model
soil – 22% for 10 days at 24°C.

Keywords: microorganisms-oil destructors, hydrocarbon-oxidizing activity, biopreparation
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