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АННОТАЦИЯ: Повышенное загрязнение углеводородами природной среды и 
водных объектов в последние десятилетия побуждают искать пути сокращения ан-
тропогенного загрязнения. Ряд современных биотехнологий охраны окружающей 
среды предусматривают процесс микробной интродукции – внесение в естествен-
ную среду (почва, водоемы) микроорганизмов с полезной функцией. 

В статье представлены результаты лабораторных исследований по анализу 
скорости усвоения углеводородов различными микроорганизмами, изучению их 
гидрофильно-гидрофобно-адгезивных свойств, а также результаты поиска корре-
ляции между степенью гидрофобности поверхности клетки и скоростью потребле-
ния загрязняющего углеводорода. Опыты по микробному отделению нефтепродук-
тов от песка и тефлоновой поверхности позволили установить возможность такого 
рода деструкции и определить ориентировочное время обработки в зависимости 
от температуры. По показателю степени гидрофобности участвующие в процессе 
разложения штаммы бактерий размещены в ряд активности, позволяющий более 
успешно устанавливать соотношения микроорганизмов-деструкторов в простран-
ственных сообществах для биологической очистки сточных вод.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: нефтепродукты, микроорганизмы-деструкторы, азот-
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загрязнение.
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Нефть и нефтепродукты, содержание которых во многих водоемах мира 
сегодня превышает нормы ПДК, пагубно влияют на растительные и жи-
вотные организмы, населяющие водные объекты и экосистему водоема в 
целом. Особенно токсичны ароматические углеводороды, при этом инги-
бирующее действие нефти на водную флору и фауну сохраняется годами. 
Населяющие загрязненные акватории гидробионты аккумулируют нефте-
продукты в тканях, что создает угрозу передачи углеводов по «трофической 
цепи» в организм человека. 

Ряд современных биотехнологий охраны окружающей среды предусма-
тривают процесс микробной интродукции – внесение в естественную среду 
микроорганизмов с той или иной полезной функцией. Этот подход широко 
применяется для очистки природных объектов от нефтяных загрязнений, 
пестицидов и других поллютантов.

Известно более ста родов бактерий, дрожжей и грибов, способных усва-
ивать углеводороды [1, 2]. К наиболее активным деструкторам углеводоро-
дов в пресных водоемах относятся такие виды, как Rhodococcus erythropolis, 
R.luteus, R.rubropertinctus, R.ruber, R.opacus, Micrococcus sp., Acinetobacter 
calcoaceticus, Pseudomonas Fluorescens. Для представителей родов 
Rhodococcus и Мусоbacterium характерна высокая удельная нефтеокисляю-
щая активность. Среди микроорганизмов, которые в условиях азотфикса-
ции окисляют углеводороды нефти, есть представители разных физиоло-
гических групп, в т. ч. и азотфиксаторы, относящиеся к родам Pseudomonas, 
Arthrobacter, Nocardia, Azotobacter, Xanthomonas, Candida [3–6].

Общим свойством всех микроорганизмов является высокая олигокарбо-
фильность. Они могут развиваться при очень низких концентрациях угле-
водородов [2, 7, 8]. В то же время некоторые бактерии способны переносить 
высокие концентрации углеводородов – это артробактерии, микобактерии 
и родственные им формы. Эти бактерии развиваются в каплях нефти. Бла-
годаря наличию липофильной клеточной стенки они способны пассивно 
поглощать углеводороды [9]. В целом для микроорганизмов наиболее до-
ступными являются алифатические углеводороды. Большинство пред-
ставителей микробного мира хорошо усваивают н-алканы с длиной цепи 
С12–С23. Парафины, с большим числом углеродных атомов, хуже поддают-
ся микробному трансформированию. В работе [10] показана способность 
Candida maltose утилизировать твердые алканы (в частности, С20–С25). В 
более ранних работах этих авторов, исследована деструкция дрожжами 
твердых парафинов, растворенных в инертной органической фазе или дис-
пергированных ультразвуком [11].

Углеводороды бензинового ряда С5–С10 утилизируются небольшой 
группой микроорганизмов, среди которых, в основном, бактерии родов 
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Pseudomonas [12, 13], Brevibacterium и Nocardia [14, 15]. Некоторые авторы 
объясняют это тем, что жидкие углеводороды растворяют липиды бакте-
риальных клеток [16], другие связывают это явление с токсичностью от-
дельных углеводородов и неспособностью микроорганизмов использовать 
продукты их метаболизма [17]. 

Из литературных источников известно, что бактерии легко трансфор-
мируют и обезвреживают алифатическую нефть [18]. При этом установ-
лены отличия в окислении насыщенных и ненасыщенных углеводородов, 
линейных и разветвленных с двойными или тройными связями. Среди 
представителей рода Mycobacterium вид Mycobacterium rhodochrous ак-
тивно окисляет алканы с длинной цепи С13–С16, Mycobacterium fortuitum – 
метан и С8–С16 алканы, Mycobacterium smegmatis – С3–С5-углеводороды. В 
окружающей среде выделено много штаммов Pseudomonas, которые спо-
собны активно ассимилировать низкомолекулярные н-алканы, но они не 
ассимилируют твердые парафины. Мезофильные и термофильные бацил-
лы окисляют С10–С14 алканы, а для микрококков характерна способность 
минерализировать углеводороды С13–С22. Многие виды дрожжей окисляют 
н-парафины с длиной цепи С12–С22. 

Механизм усвоения этих углеводородов микроорганизмами исследован 
во многих работах. Однако до настоящего времени не полностью изучен 
механизм отделения нефти микроорганизмами в условиях нефтегазового 
пласта, нефтешламонакопителей или пропитанной нефтью почвы. Изуче-
ние этих принципов позволило бы создать новые, экологически чистые и 
эффективные методы очистки и извлечения нефти из воды, технологии 
разрушения нефтешламов в накопителях осадков и очистки почвы при ава-
рийных выбросах нефтепродуктов.

Цель проведенного исследования – изучение скорости усвоения различ-
ных нефтепродуктов отдельными штаммами микроорганизмов в условиях 
нефтегазового пласта, нефтешламонакопителей или пропитанной нефтью 
почвы, связи гидрофобных и адгезивных свойств выделенных штаммов-
деструкторов нефтепродуктов с их способностью удалять нефть с поверх-
ности твердого тела.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
По результатам литературного анализа отобраны штаммы микроорга-

низмов, которые используют нефть и нефтепродукты как единственный ис-
точник углерода и энергии при их концентрации в воде до 20–40 мг/дм3. Для 
опытов использовали штаммы из различных коллекций микроорганизмов 
ЗАО «Биоойл» и ФГБУН «Институт биофизики и физиологии микроорга-
низмов им Г. К. Скрябина Российской академии наук». По совокупности 
морфолого-культуральных и физиолого-биохимических свойств отобран-
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ные культуры отнесены к родам: Pseudomonas (5 штаммов), Аcinetobacter  
(2 штамма), Arthrobacter (2 штамма), Micrococcus (2 штаммa), Flavobacterium 
(1 штамм), Rhodococcus (1 штамм).

Определение степени гидрофобности бактериальных клеток проводи-
ли методом солевой агрегации SAT (Salt Aggregation Test) [19]. Для этого 
готовили растворы (NH4)2SO4 в различных концентрациях. На предметном 
стекле смешивали в равных количествах раствор сульфата аммония и су-
спензию штаммов и через 1 мин регистрировали формирующиеся агрегаты 
методом фазово-контрастной микроскопии. Минимальную концентрацию 
(NH4)2SO4, при которой наблюдалось образование клеточных агрегатов, 
принимали за условное значение степени гидрофобности бактериальных 
клеток. Исходную клеточную суспензию (без добавления (NH4)2SO4 ) при-
меняли в качестве контроля.

Адгезивную активность штаммов в отношении твердых поверхностей 
устанавливали по модифицированному методу B. Huber [20]. Для этого су-
спензию бактериальных клеток в фосфатном буфере (200 мкл) инкубировали в 
микропланшетном шейкере-инкубаторе Titramax 1000 (Heidolph-Instruments, 
Германия) при 150 об/мин и 28 °С в течение 48 ч. Неадгезированные штам-
мы отмывали фосфатным буфером, прикрепленные клетки окрашивали 1 % 
водным раствором кристаллического фиолетового и промывали дважды тем 
же буфером. Краситель экстрагировали смесью ацетон-этанол (1:4), после 
чего измеряли оптическую плотность экстракта с помощью фотометра при 
630 нм. Количество прикрепленных клеток определяли по калибровочным 
графикам. Степень адгезии вычисляли как процентное соотношение числа 
прикрепленных клеток к исходному числу клеток в суспензии.

В качестве полноценной среды использовали среду М9. Культивирова-
ние штаммов проводили в колбах Эрленмейера со 100 мл минеральной 
среды Эванса с добавлением нефти или дизельного топлива до конечной 
концентрации 2 %, 10 %, 15 %, 20 %, 30 % или 40 % весовых (по объему). Ин-
нокулирование колб проводили суспензией микроорганизмов (посевная 
доза 1–5×107 кл/мл). После засева колбы помещали на круговую качалку 
(120 об/мин) и выращивали микроорганизмы в течение 5–10 сут при 24 °С 
и 5–10 сут при 4 °С.

Степень разложения нефти исследуемыми штаммами оценивали по 
суммарному показателю убыли нефти в жидкой среде, определяемому ве-
совым методом (гравиметрия). Для определения общего содержания угле-
водородов нефти использовали метод ИК-спектроскопии. Подготовку, ана-
лиз и измерение водных и почвенных образцов проводили в соответствии 
с методическими указаниями «Массовая концентрация нефтепродуктов в 
водах. Методика выполнения измерений ИК-фотометрическим методом» 
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(ГОСТ Р 8.563-96), «Определение концентрации нефти в почве методом ин-
фракрасной спектрофотометрии» (МУК 4.1.1956-05).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В ходе контактных лабораторных опытов установлено, что скорость 

усвоения субстрата выбранными штаммами зависела от длины углеродной 
цепи исследуемого вещества (табл. 1). Субстраты с длиной углеродной цепи 
С7 и больше (октан C8H18, бензин) усваивались быстрее, чем пентан (C5H12) 
или гексан (C6H14). В психрофильных условиях н-алканы наиболее активно 
потреблялись штаммами Аcinetobacter 1 и Аcinetobacter 2. Ароматические 
углеводороды (бензол и нафталин) лучше всего утилизировались предста-
вителями рода Pseudomonas. Скорость деструкции ароматических углево-
дородов представителями родов Аcinetobacter и Arthrobacter была близкой 
к скорости деструкции штаммами рода Pseudomonas.

Таблица 1. Скорость трансформации углеводородов  
в контактных опытах (температура 4–24 °С)
Table 1. Hydrocarbon transformation rate in contact experiments (temperature 4–24 o C)

Штамм-
деструктор

Скорость удаления углеводорода,  
в долях единицы от начального содержания 

1ч 6 ч 12 ч 48 ч
Бензин – С7Н17 / Пентан – C5H12 / Бензол

Pseudomonas sp. 1 0,99/0,99/0,99 0,97/0,97/0,97 0,82/ 0,87 /0,87 0,61/ 0,73/0,73

Pseudomonas sp. 2 0,97/0,99/0,99 0,86/–/– 0,75/0,85/0,85 0,54/0,74/0,74

Pseudomonas sp. 3 0,99/–/0,99 0,84/0,86/0,86 0,70/0,82/0,82 0,44/0,69/0,69

Pseudomonas sp. 4 0,91/0,95/0,99 0,83/0,83/0,83 0,75/0,85/0,85 0,51/0,71/0,71

Pseudomonas sp. 5 0,97/0,97/– 0,95/0,97/0,86 –/–/– 0,63/0,73/0,73

Pseudomonas sp. 6 0,96/0,99/0,99 0,84/0,94/0,94 0,84/0,84/0,84 0,72/0,82/0,74

Аcinetobacter sp. 1 0,99/0,99/0,99 0,99/0,99/0,99 0,87/0,83/0,83 0,82/0,82/0,74

Аcinetobacter sp. 2 0,99/0,99/0,99 0,99/0,85/0,88 0,79/0,86/0,81 0,75/0,78/0,78

Arthrobacter sp. 1 0,97/0,99/0,99 0,99/0,99/0,99 0,85/0, 93/0,92 0,81/0,91/0,91

Arthrobacter sp. 2 0,96/0,96/0,96 0,91/0,91/0,89 0,85/0,85/0,85 0,81/0,81/0,81

Micrococcus sр. 1 0,94/0,94/0,94 0,95/0,95/0,93 0,87/0,87/0,87 0,83/0,83/0,83

Micrococcus sр. 2 0,99/0,99/– 0,96/0,96/0,96 0,94/0,94/0,95 0,90/0,90/0,92

Rhodococcus sр. 1 0,99/0,99/0,99 –/–/0,94 0,97/0,99/0,99 0,96/1,00/0,87

Flavobacterium sр. 1 0,99/0,99/0,99 0,97/0,97/0,96 0,97/0,97/0,93 0,83/0,83/0,69
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Принимая во внимание, что скорость трансформации нефти и неф
тепродуктов зависит от поверхности клеток бактерии, были изучены 
гидрофильно-гидрофобные свойства клеток деструкторов. Полученное 
в ходе эксперимента распределение штаммов по степени гидрофобности 
клеточной поверхности представлено в табл. 2.

Таблица 2. Распределение штаммов по степени гидрофобности
Table 2. Cultures’ distribution by the degree of hydrophobity 

Наименование микроорганизмов
(NH4)2SO4, М*

0,2 1,4
Pseudomonas 5 8,6

Аcinetobacter 8,2 10,4

 Arthrobacter 13 13,6

Rhodococcus 42 43,1

Micrococcus 56,3 78,6

Arthrobacter 86,2 93,4
Примечание: * – минимальная концентрация сульфата аммония,  при которой образуются 
клеточные агрегаты.

При деструкции алканов с длиной углеродной цепи 12 и больше отме-
чена корреляция между степенью гидрофобности поверхности клетки и 
скоростью потребления субстрата. Например, н-гексадекан (2 г/дм3) утили-
зировался штаммом Аcinetobacter sp. 1 за 24 ч, в то время как Pseudomonas  
sp. 3 усваивал его только за 56 ч. При деструкции загрязнения с длиной 
углеродной цепи С7 и С9 скорость деструкции этими штаммами была рав-
ной. Аналогичная закономерность сохранялась и при культивировании 
штаммов в психрофильных условиях. Среди выделенных бактерий один 
штамм из рода Аcinetobacter и один штамм из рода Pseudomonas синтези-
ровали и продуцировали в культуральную среду экзополимеры, которые 
эмульгировали нефть и нефтепродукты. При выращивании на твердой сре-
де Аcinetobacter sp. 1 в психрофильных условиях продуцировал экзополи-
мер, при этом его количество увеличивалось с увеличением длины угле-
родной цепи субстрата. 

Экзополимер использовался бактериями-деструкторами как допол-
нительный источник углерода и энергии. Путем сбора и центрифуги-
рования был выделен неочищенный препарат экзополимера, имеющий 
поверхностно-активные свойства и уменьшающий поверхностное натяже-
ние воды. При внесении препарата в колбу с покрытым нефтепродуктами 
водным раствором и перемешивании происходило «растворение» нефте-
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продуктов в воде (эмульгирование). Неочищенный препарат высушивали 
при 105 °С, растворяли в воде, при этом экзополимер не терял поверхностно-
активных свойств. Экзополимер, продуцированный штаммом Pseudomonas 
sp.3, при выращивании на твердых средах собирался значительно тяжелее, 
но также имел поверхностно-активные свойства. 

Исследована также способность клеток Pseudomonas sp.3, Аcinetobacter 
sp. 1 и Rhodococcus sр. 1 к адгезии на гидрофобных поверхностях. При-
липание клеток этих организмов определяли путем микроскопирования 
поверхностей из стекла и капрона после недолговременного контакта с 
суспензией соответствующей культуры. Результаты показали, что клеток 
Аcinetobacter sp. 1 осталось на поверхности значительно больше, чем кле-
ток двух других культур.

Результаты опытов по соотношению гидрофобных и адгезивных свойств 
выделенных штаммов-деструкторов нефтепродуктов и их способности уда-
лять нефть с поверхности твердого тела представлены в табл. 3.

Таблица 3. Микробное отделение нефти от поверхности твердых тел
Table 3. Microbal separation of oil from the solid objects surfaces

Штамм-деструктор

Время отслаивания, ч

от речного песка от тефлонового волокна

4 °С 30 °С 4 °С 30 °С

Pseudomonas sp. 1 28 21 48 22

Pseudomonas sp. 2 60 60 32 32

Pseudomonas sp. 3 18 14 16 14

Pseudomonas sp. 4 не отделяет 60 не отделяет 50

Pseudomonas sp. 5 28 28 29 32

Pseudomonas sp. 6 60 28 60 21

Аcinetobacter sp. 1 3 3 не отделяет не отделяет 

Аcinetobacter sp. 2 3 5 не отделяет 5

Arthrobacter sp. 1 7 2 17 1

Arthrobacter sp. 2 10 3 124 1

Micrococcus sр. 1 не отделяет не отделяет не отделяет не отделяет

Micrococcus sр. 2 не отделяет 60 17 60

Rhodococcus sр. 1 28 28 19 27

Flavobacterium sр. 1 не отделяет 60 не отделяет 65
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ВЫВОДЫ
По проведенным исследованиям можно сформулировать следующие вы-

воды. Интродукция в загрязненную углеводородами воду прикрепленных 
ассоциаций микроорганизмов-деструкторов, способных минерализовать 
алифатические, ароматические углеводороды и их производные, приводит 
к существенной интенсификации очистки воды. Опыты по микробному от-
делению нефтепродуктов от песка и тефлоновой поверхности позволили 
установить возможность такого рода деструкции и ориентировочное вре-
мя обработки в зависимости от температуры процесса очистки.

По показателю степени гидрофобности штаммы бактерий, участвую-
щих в процессе разложения нефтепродуктов, можно разместить в ряд по 
деструктивной активности: Pseudomonas < Аcinetobacter < Flavobacterium < 
Rhodococcus < Micrococcus < Arthrobacter. Данная последовательность по-
зволяет более успешно устанавливать соотношения микроорганизмов-
деструкторов в пространственных образованиях микроорганизмов, созда-
ваемых для ведения процессов биологической очистки сточных вод.

На последующих этапах работы планируется проведение исследований 
параметров биотехнологической очистки углеродсодержащих вод при-
родного водоема, производственных и ливневых сточных вод. В процессе 
их очистки будут использованы исследованные в лабораторных условиях 
штаммы нефтеокисляющих бактерий. Для стабильной работы комплексов 
биологического окисления углеродсодержащих стоков разрабатывается 
метод интенсификации процессов. 
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INVESTIGATION OF HYDROCARBON CONTAMINANTS DESTRUCTING 
MICROORGANISMS AS A METHOD OF WATER PURIGICATION INTENSYING

Irina I. Ivanenko I.I., Antonina M. Novikova, Elena Y. Lapatina E.Y. 
«Water use and ecology» Department, Saint Petersburg State University of Architecture and 
Civil Engineering, Saint Petersburg, Russia

Abstract: Increased hydrocarbon pollution of the natural environment and water bodies 
in recent decades has prompted the search for ways to reduce anthropogenic pollution. A 
number of modern environmental biotechnologies provide for the process of microbial 
introduction that is introduction of microorganisms with a useful function into the natural 
environment (soil and water bodies).

The paper presents the results of laboratory studies on the rate of absorption of 
hydrocarbons by various microorganisms, the study of their hydrophilic/hydrophobic/
adhesive properties, as well as the results of the search for a correlation between the degree 
of hydro/repellence of the cell surface and the rate of consumption of polluting hydrocarbon. 
Experiments on microbial separation of petroleum products from sand and Teflon surface 
made it possible to establish the possibility of this kind of destruction and determine 
the approximate treatment time depending on temperature. In terms of the degree of 
hydrophobicity, the bacteria strains involved in the decomposition process are placed in a 
series of activities that allows more successfully establishing the ratios of microorganisms-
destructors in spatial communities for biological treatment of wastewater.

Key words: petroleum products, destructive microorganisms, nitrogen fixation, 
hydrophilic-hydrophobic properties, adhesive properties, sand, teflon, rate of destruction, 
temperature, range of destructive activity, spatial structures.
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