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Нефтяные продукты относятся к числу наиболее 

распространённых загрязнителей биосферы. Для 

очистки от загрязнённых нефтью и её продуктами 

природных объектов наряду с другими широкое 

распространение получили биологические методы, 

основанные на применении микроорганизмов, 

способных вовлекать нефтепродукты в свой метабо-

лизм и использовать их в качестве основного источ-

ника углерода и энергии [5, 6]. Однако механизмы 

деструкции разнообразны и во многом зависят от 

биологических свойств микроорганизмов, физико-

химических факторов окружающей среды, а также 

от химического состава нефти и нефтепродуктов. 

Поэтому исследования закономерностей роста и 

субстратной специфичности различных штаммов 

нефтеокисляющих микроорганизмов и влияния 

физико-химических факторов на процессы раз-

ложения нефти остаются актуальными.

Целью настоящей работы явилось изучение 

субстратной специфичности и ассимилирующей 

способности различных штаммов нефтеокисляю-

щих микроорганизмов.

Материалы и методы. В опытах использовали 

штаммы Pseudomonas sp. TУ10, Bacillus sp. TУ22 

и Rhodococcus sp. из коллекции ВолГТУ, которые 

засевали в синтетическую среду М9 [1]. В качестве 

субстратов в синтетическую среду добавляли ди-

зельное топливо, моторное масло или сырую нефть 

в количестве 1%. Среду готовили во флаконах на

50 мл, суточные культуры микроорганизмов за-

севали из расчёта 108 кл/мл. Флаконы помещали 

в термостат при 30°С, периодически отбирали 

пробы для определения концентрации микробной 

биомассы. Концентрацию биомассы определяли 

путём высева бактерий на агаровые чашки Петри 

с последующим подсчётом числа сформировав-

шихся колоний.

Углеводородокисляющую активность микро-

организмов в искусственно загрязнённой почве 

проводили в присутствии одного из поверхностно-

активных веществ (ПАВ). В опыты отбирали 

чернозёмную и песчаную почвы в количестве 15 г,

которые сушили при комнатной температуре в 

течение двух суток. Из поверхностно-активных 

веществ использовали додецилсульфат (лаурил-

сульфат) натрия (ДСН), твин-80 (полисорбат 80) 

и тритон Х-100. Указанные препараты добавляли в 

почвенные образцы, инокулированные Bacillus sp.

ТУ22, Pseudomonas sp. ТУ10 и Rhodococcus sp.,

в концентрациях 0,05, 0,4 и 0,2% соответственно. 

Нефть добавляли в объёме 5%, исследуемые микро-

организмы вносили из расчёта 108 клеток на 1 г 

почвы. Контрольной служила среда без детергентов. 

Инокулированную почву оставляли при комнатной 

температуре в течение 7 сут. Определение углеводо-

родокисляющей активности бактериальных культур 

осуществляли гравиметрически путём экстракции 

Ассимиляция микроорганизмами
углеводородных субстратов и влияние ПАВ
на биодеструкцию нефти в различных почвах
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Микроорганизм Продолжительность
культивирования, сут.

Концентрация биомассы, кл/мл

контрольная
среда

синтетическая
среда с 1% нефти

показатель
изменения, %

Bacillus sp. ТУ22
1
2
7

0,32×109

0,35×109

0,15×109

0,4×109

0,76×109

0,2×109

25,0
100,0
33,3

Pseudomonas sp. ТУ10
1
2
7

1,8×109

3,62×109

2,1×109

3,34×109

4,64×109

2,7×109

85,6
28,2
28,6

Rhodococcus sp.
1
2
7

2,2×109

3,1×109

2,1×109

4,0×109

3,9×109

2,0×109

81,8
25,8
-4,8

1. Динамика роста нефтеокисляющих микроорганизмов

в синтетической среде с сырой нефтью

из среды остаточного субстрата хлороформом [2]. 

Степень утилизации субстрата рассчитывали по 

разнице исходной и конечной концентрации.

Результаты и их обсуждение. При культивиро-

вании бактерий в синтетической среде на основе 

нефти установлено увеличение концентрации 

биомассы по сравнению с контрольной средой. 

Увеличение микробной биомассы наблюдалось 

через 24–48 час., после чего концентрация клеток 

снижалась, достигая значений, сопоставимых с 

контрольной средой (табл. 1).

При выращивании в среде с дизельным топли-

вом из трёх бактериальных культур лишь у штамма 

Pseudomonas sp. ТУ10 произошёл определённый 

рост, тогда как концентрация биомассы двух дру-

гих микроорганизмов несколько снижалась по 

отношению к посевной дозе, оставаясь в пределах 

(1,0–4,2) ×106 кл/мл на протяжении всего опыта. 

Во всех случаях наиболее высокая концентрация 

биомассы отмечалась спустя двое суток с момента 

инокулирования среды бактериальной культурой. 

При посеве бактерий в среду, содержащую мотор-

ное масло, происходило снижение концентрации 

клеток каждого из трёх исследованных микро-

организмов, особенно заметное к концу опытов 

(табл. 2).

Микроорганизмы по-разному ассимилиро-

вали углеводородные субстраты. Они обладали 

слабовыраженной активностью в отношении ди-

зельного топлива, утилизируя это углеводородное 

сырьё не более чем на 2,6% (рис. 1). Наименьшую 

активность проявляли псевдомонады, более вы-

сокие показатели отмечены у представителя рода 

Bacillus. Родококки в этом отношении занимали 

промежуточное положение. Степень ассимиляции 

дизельного топлива для трёх видов составила 0,6; 

2,6; 2,3% соответственно, хотя в литературе име-

ются данные о высокой активности некоторых 

культур к этому субстрату [3]. Вместе с тем все 

бактериальные штаммы эффективно ассимили-

ровали моторное масло. Родококки за короткий 

период использовали в качестве единственного 

источника углерода и энергии примерно половину 

из внесённого в культуральную среду субстрата 

(50,1%), а степень утилизации моторного масла 

двумя другими бактериями приближалась к 80%.

Известно, что некоторые микроорганизмы 

способны продуцировать растворимые внекле-
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2. Концентрация биомассы в процессе культивирования микроорганизмов

на различных углеводородных субстратах, кл/мл

Микроорганизм Продолжительность
культивирования, сут.

Субстрат

дизельное топливо моторное масло

Bacillus sp. ТУ22

1
2
6
7
8

3,9×106

4,2×106

4,1×106

4,0×106

3,8×106

4,0×106

7,5×106

2,5×106

–
2,0×106

Rhodococcus sp.

1
2
6
7
8

2,2×106

2,3×106

1,0×106

1,0×106

1,0×106

1,7×107

4,2×107

2,6×107

–
1,8×107

Pseudomonas sp. ТУ10

1
2
6
7
8

6,7×108

1,8×109

4,5×108

2,3×108

1,8×108

2,1×107

2,5×107

2,1×107

–
1,2×107

Обозначения (–) – исследования не проводились



149

3. Ассимиляция микроорганизмами нефти в различных почвах

Микроорганизм

Концентрация нефти, %
почва

чернозёмная песчаная

контрольные
образцы с ПАВ

кр
ат
но
ст
ь

пр
ев
ы
ш
ен
ия

контрольные
образцы с ПАВ

кр
ат
но
ст
ь

пр
ев
ы
ш
ен
ия

ко
не
чн
ая

ст
еп
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ь 

оч
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тк
и,
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не
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ая

ст
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тк
и,

 
% ко
не
чн
ая

ст
еп
ен
ь 

оч
ис
тк
и,

 
%

Bacillus sp. TУ22
Pseudomonas sp. ТУ10
Rhodococcus sp.

2,12
1,75
3,1

57,6
65
38

1,1
0,4
1,6

78
92
68

1,35
1,42
1,79

2,04
1,1
2,84

59,2
78

43,2

0,8
0,23
1,1

84
95,4
78

1,42
1,22
1,81
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Рис. 1 – Ассимиляция микроорганизмами углеводо-
родных субстратов:

  – ассимиляция дизельного топлива,
  – ассимиляция моторного масла

– рост Pseudomonas sp. ТУ10 в среде с ДСН;
– рост Pseudomonas sp. ТУ10 в контрольной среде;
– рост Rhodococcus sp. в среде с тритоном Х-100;
– рост Rhodococcus sp. в контрольной среде;
– рост Bacillus sp. TУ22 в среде с твином 80;
– рост Bacillus sp. TУ22 в контрольной среде
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Рис. 2 – Влияние диспергирующих веществ на рост 
микроорганизмов в синтетической среде на 
основе нефти:

точные биоэмульгаторы. Причём одновременное 

внесение с микроорганизмами биологических 

поверхностно-активных веществ (биоПАВ) спо-

собствует не только эмульгированию и ускоре-

нию деструкции нефтяных углеводородов, но и 

увеличивает биодоступность источника углерода 

для микроорганизмов [4, 7]. В настоящей работе 

исследовано влияние синтетических ПАВ на рост 

и деструктирующую активность углеводородокис-

ляющих микроорганизмов.

Оказалось, добавление в синтетическую угле-

водородную среду детергентов приводило к уве-

личению концентрации бактериальных суспензий 

по сравнению со средой контрольной (рис. 2). 

Особенно это заметно было через 24–48 час. с мо-

мента посева бактерий, когда увеличение биомассы 

родококков и псевдомонад приближалось, а бацилл 

двукратно превышало соответствующие показатели 

для контрольной среды. Последующее культиви-

рование бактерий до 7 сут. не приводило к росту 

бактерий, а в отдельных случаях (Rhodococcus sp.)

концентрация клеток заметно снижалась, хотя оста-

валась более чем на порядок выше посевной дозы. 

Добавление ПАВ в почву положительно сказы-

валось на деструкции нефти всеми исследуемыми 

микроорганизмами (табл. 3).

Интенсивность ассимиляции субстратов в по-

чвах, содержащих детергенты, увеличивалась от 

22 до 81%. Очистка почвенных образцов штаммом 

Pseudomonas sp. ТУ10 при добавлении ДСН уве-

личивалась в 1,2 раза, деструктивная активность 

Bacillus sp. TУ22 в присутствии твина-80 возрастала 

в 1,4 раза, а в образцах почв с тритоном Х-100 

степень очистки Rhodococcus sp. в 1,8 раза превы-

шала контрольные показатели. Из исследуемых 

микроорганизмов родококк проявлял наименьшую 

углеводородокисляющую активность, и степень 
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очистки почвенных образцов составляла от 38–68% 

в чернозёмной до 43–78% в песчаной почвах. 

Наиболее высокая эффективность деструкции 

углеводородов установлена для Pseudomonas sp.

ТУ10, показатели которой превышали 90%. Степень 

очистки от нефти песчаной почвы оказалась выше, 

чем чернозёмной.

Вывод. Таким образом, исследуемые микро-

организмы оказались способными расти на всех 

испытанных углеводородных субстратах. Бактерии 

оказались малоэффективными деструкторами 

дизельного топлива, однако каждый из них в ко-

роткие сроки проявлял высокую деструктивную 

активность в отношении моторного масла и сырой 

нефти. Добавление ПАВ оказывало стимулирующее 

действие на рост нефтеокисляющих бактерий и 

положительно сказывалось на деструкции нефти 

в почвенных образцах. Степень очистки почвен-

ных образцов штаммами Pseudomonas sp. ТУ10, 

Bacillus sp. TУ22 и Rhodococcus sp. в присутствии 

детергентов существенно возрастала. Наиболее 

высокая степень деструкции нефти установлена 

для штамма Pseudomonas sp. ТУ10.
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