
ЮГ РОССИИ: ЭКОЛОГИЯ, РАЗВИТИЕ  Том 13   N 1  2018 
SOUTH OF RUSSIA: ECOLOGY, DEVELOPMENT Vol.13  no.1  2018  

ЭКОЛОГИЯ МИКРООРГАНИЗМОВ 
ECOLOGY OF MICROORGANISMS 

 

 184 

Экология микроорганизмов / Ecology of microorganisms  
Оригинальная статья / Original article 
УДК 579.252.5:579.6 
DOI: 10.18470/1992-1098-2018-1-184-198 
 

БИОДЕГРАДАЦИЯ НЕФТИ КОНСОРЦИУМОМ ШТАММОВ-НЕФТЕДЕСТРУКТОРОВ  
В ЛАБОРАТОРНЫХ МОДЕЛЬНЫХ СИСТЕМАХ 

 
1Анна А. Ветрова*, 2Владимир А. Забелин, 1Анастасия А. Иванова,  

3Любовь А. Адаменко, 1Янина А. Делеган, 1Кирилл В. Петриков 
1Институт биохимии и физиологии микроорганизмов  

имени Г.К. Скрябина РАН, Пущино,  
Россия, phdvetrova@gmail.com 

2ООО «Биоойл», Новосибирск, Россия 
3Научно-исследовательский институт экспериментальной 

и клинической медицины СО РАН, Новосибирск, Россия 
 
Резюме. Цель. Оценить эффективность консорциума углеводородокисляющих бактерий в различ-
ных модельных системах. Методы. Для проведения экспериментов использовали два типа мо-
дельных систем: с жидкой минеральной средой и с нестерильной почвой. Для определения чис-
ленности микроорганизмов применяли стандартную методику серийных разведений с высевом до 
отдельных колоний. Индивидуальные штаммы в консорциуме различали с помощью селективных 
сред с антибиотиками. Деградацию нефти оценивали методом ИК-спектрометрии. Результаты. 
Консорциум способен к эффективной деструкции нефти в жидкой среде при 4°С и при 24°С, при-
чём относительно контроля убыль нефти несколько выше при низкой температуре. При 50°С кон-
сорциум оказался неактивен. В модельных почвенных системах стимуляция аборигенных микроор-
ганизмов путем внесения минеральных удобрений не приводила к значительным изменениям чис-
ленности микроорганизмов-нефтедестукторов, однако степень деградации нефти увеличилась. При 
совместном внесении микробного консорциума и удобрения в почвенную систему наблюдалась 
наибольшая численность, как гетеротрофных бактерий, так и углеводородокисляющих штаммов. 
Степень деструкции нефти в этой системе также была наибольшей: 59% через 42 суток при ком-
натной температуре. Выводы. Разработанный бактериальный консорциум обладает высокой 
нефтедеградирующей активностью как при низких (4°С), так и при умеренных (18-25°С) температу-
рах. В нестерильных почвенных системах микроорганизмы консорциума не подавляют местную 
биоту, сохраняя свою численность примерно на постоянном уровне, но при этом вносят основной 
вклад в деградацию загрязнения. 
Ключевые слова: бактериальный консорциум, биодеградация нефти, экологическая биотехноло-
гия, низкие температуры. 
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Abstract. Aim. To evaluate the effectiveness of a consortium of hydrocarbon oxidizing bacteria in various 
model systems. Methods. Two types of model systems were used for carrying out the experiments: with a 
liquid mineral medium and with non-sterile soil. To determine the number of microorganisms, a standard 
method of serial dilutions with seeding to individual colonies was used. Individual strains in the consortium 
were distinguished using selective media with antibiotics. Oil degradation was assessed by IR spectrome-
try. Results. The consortium was capable to effective oil destruction in a liquid medium at 4°C and at 
24°C, and with respect to control, oil loss is higher at low temperature. At 50°C, the consortium was inac-
tive. In model non-sterile soil systems, the stimulation of native microorganisms by introducing mineral 
fertilizers did not lead to significant changes in the number of oil-degrading microorganisms but the degree 
of oil degradation increased. With the joint introduction of the microbial consortium and fertilization, the 
greatest number of both heterotrophic and oil-degrading strains was observed in the soil system. The de-
gree of oil destruction in this system was also the highest: 59% at 42 days at room temperature. Main 
conclusions. The developed bacterial consortium has a high oil-degrading activity both at low (4°C) and 
moderate (18-25°C) temperatures. In non-sterile soil systems, the consortium's microorganisms do not 
inhibit the local biota, maintaining their numbers at about constant levels, but at the same time they make 
the main contribution to pollution degradation. 
Keywords: bacterial consortium, oil biodegradation, ecological biotechnology, low temperatures. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Современный микробиологический 

метод очистки загрязненных нефтью терри-
торий, основанный на применении высоко-
эффективных штаммов нефтеокисляющих 
микроорганизмов, выделенных из загряз-
ненных природных объектов, широко при-
меняется в мировой практике рекультиваци-
онных мероприятий [1-3]. 

Важнейшим фактором, влияющим на 
активность процесса разрушения углеводо-
родов в почве нефтеокисляющими микроор-
ганизмами, являются почвенно-
климатические условия [4]. Эффективная 
деструкция различных углеводородов мик-
роорганизмами, внесенными в окружающую 
среду в составе биопрепарата, происходит 
лишь в тех случаях, когда в почве (или дру-
гих средах, в месте интродукции микроор-
ганизмов) будут созданы благоприятные 
условия для их жизнедеятельности и разви-
тия (источники питания, необходимый теп-
ловой и водный режимы, и т.д.), т.е. микро-
организмам необходимо создать благопри-
ятную экологическую нишу, в которой они 

будут проявлять интенсивную углеводоро-
докислительную активность [5-7]. 

Нефть является многокомпонентной 
системой, состоящей из большого количе-
ства индивидуальных соединений. Один 
штамм не способен к полной утилизации 
всех углеводородов нефти и нефтепродук-
тов, так как не обладает необходимым набо-
ром ферментов, поэтому использование не-
скольких бактерий, различающихся спек-
тром утилизируемых углеводородных суб-
стратов, обеспечивает более полную дегра-
дацию нефти. Для очистки от загрязнений 
нефтью и нефтепродуктами используют 
биопрепараты, состоящие как из одного ви-
да бактерий [8], так и из смешанных культур 
[9; 10], способных к деградации широкого 
спектра углеводородов. Так же было показа-
но, что использование штаммов, содержа-
щих коньюгативные плазмиды биодеграда-
ции, повышает эффективность при рекуль-
тивации нефтезагрязненных экосистем за 
счёт распространения генов деградации сре-
ди аборигенной микрофлоры [11-13]. 



ЮГ РОССИИ: ЭКОЛОГИЯ, РАЗВИТИЕ  Том 13   N 1  2018 
SOUTH OF RUSSIA: ECOLOGY, DEVELOPMENT Vol.13  no.1  2018  

ЭКОЛОГИЯ МИКРООРГАНИЗМОВ 
ECOLOGY OF MICROORGANISMS 

 

 186 

В состав ранее отобранного консор-
циума [13; 14] вошли плазмидосодержащие 
микроорганизмы родов Pseudomonas, 
Rhodococcus и Acinetobacter, способные к 
деградации углеводородов нефти при пони-
женной температуре. Перечисленные выше 
роды бактерий часто входят в состав ассо-
циаций и биопрепаратов для очистки окру-

жающей среды от нефти и нефтепродуктов 
[9; 15-17]. 

Цель данной работы – изучить дина-
мику численности интродуцированных мик-
роорганизмов и оценить эффективность де-
градации нефти консорциумом плазмидосо-
держащих штаммов при различных темпе-
ратурах в жидкой минеральной среде и мо-
дельной почве. 

 
МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Бактериальные штаммы 
В работе использовали консорциум 

микроорганизмов-деструкторов углеводоро-
дов нефти следующего состава: Rhodococcus 

erythropolis S26, Acinetobacter baumanii 1B, 
Acinetobacter baumanii 7 и Pseudomonas 
putida F701 [13; 14]. Характеристика штам-
мов приведена в табл. 1. 

 
Таблица 1 

Бактериальные штаммы, входящие в состав бактериального консорциума, 
используемого в работе 

Table 1 
Bacterial strains – components of the bacterial consortium used in the research 

Штамм 
Strain 

Фенотипическая  
характеристика 

Phenotyp characteristic 

Источник получения штамма 
Source of the strain 

Acinetobacter baumannii 
1B 

Nbr Сefr Bzpr Rifr Ampr Tcr Oct+ 
Dec+ Non+ Tol+ Npht+ Dsf+Hde+ 

ООО «Биоойл» 
JSC «Biooil» 

Acinetobacter baumannii 7 Nbr Сefr Bzpr Rifr Ampr Трr Oct+ 
Dec+ Non+ Npht+ Dsf+Hde+ 

ООО «Биоойл» 
JSC «Biooil» 

Rhodococcus erythropolis 
S26 

Smr Rifr Oct+ Dec+ Non+ Npht+ 
Dsf+Hde+ 

Лаборатория биологии плазмид, 
ИБФМ РАН 

Laboratory of Plasmid Biology, IBPM 
RAS 

Pseudomonas putida F701 
Tcr Сefr Bzpr Nbr Cam+ Benz+ 

Tol+ Phn+Sal+ Nah+ Npht+ 
Dsf+Hde+ 

Лаборатория биологии плазмид, 
ИБФМ РАН 

Laboratory of Plasmid Biology, IBPM 
RAS 

Способность к росту на: Phn+ – фенантрене, Nah+ – нафталине, Sal+ – салицилате,  
Dsf+ – дизельном топливе, Npht+ – нефти, Hde+ – гексадекане, Tol+ – толуоле,  
Oct+ – октане, Dec+ – декане, Non+ – нонане, Benz+ – бензоате, Cam+ – камфаре 
Резистентность к антибиотикам: Сefr – цефазолину, Bzpr – бензилпеницилину,  
Nbr – новобиоцину, Tcr – тетрациклину, Rifr – рифампицину, Трr – триметаприму,  
Smr – стрептомицину, Ampr – ампицилину. 
Ability to grow on: Phn+ – phenanthrene, Nah+ – naphthalene, Sal+ – salicylate, Dsf+ – diesel fuel,  
Npht+ – crude oil, Hde+ – hexadecane, Tol+ – toluene, Oct+ – octane, Dec+ – decane,  
Non+ – nonane, Benz+ – benzoate, Cam+ – camphor. 
Antibiotic resistance: Сefr – cefazolin, Bzpr – benzylpenicilin, Nbr – novobiocin,  
Tcr – tetracycline, Rifr – rifampicin, Трr – trimetaprim, Smr – streptomycin, Ampr – ampicilin. 

 
Питательные среды 
Для выращивания микроорганизмов 

использовали синтетическую минеральную 
среду Эванса [18], полноценную среду Лу-
рия-Бертани (ЛБ) [19], полноценную среду 
Кинга Б (KБ) [20]. Соответствующие агари-
зованые среды готовили, добавляя к жидкой 
среде 2% бактериологического агара.  

Условия культивирования 
микробного консорциума в жидкой  

минеральной среде 
В колбу Эрленмейера объёмом 750 мл 

добавляли 100 мл среды Эванса, вносили 
инокулят в виде суспензии микроорганиз-
мов до конечной концентрации (1-5)×106 
КОЕ/мл, затем добавляли нефть до конечной 
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концентрации 15% весовых. Колбы помеща-
ли на орбитальную качалку (200 об./мин.) 
при соответствующей температуре (4°С, 
24°С и 50°С). 

Аналогично готовили контрольные 
системы без внесения микроорганизмов для 
оценки абиотической убыли нефти. 

Каждую систему готовили в трёх по-
вторах. 

 
Приготовление модельных 

почвенных систем 
Почву для приготовления модельных 

систем брали вблизи г. Пущино Московской 
области. Характеристика почвы: лугово-
аллювиальная; углерод – 2,75%; гумус – 
4,74%; общий азот на 100 г почвы – 225 мг; 
P2O5 на 100 г почвы – 500 мг; K2O на 100 г 
почвы – 16,88 мг; рH водной вытяжки – 8,16. 

Проводили определение влагоемкости 
почвы согласно методике, описанной в Ва-
дюниной и Корчагиной [21]. 

Почву просеивали через сито с диа-
метром отверстий 2,0 мм. Навеску почвы 
массой 0,5 кг помещали в пластиковый кон-
тейнер объемом 1 л (толщина слоя почвы 10 
см), туда же вносили 10 г нефти (уровень 
загрязнения 2%) и тщательно перемешивали 
шпателем. 

Минеральное удобрение («Нитроам-
мофоска», ООО «Фаско+», Россия) вносили 
в количестве 0,75 г на 0,5 кг почвы. 

Для внесения инокулята бактерии вы-
ращивали в жидкой среде ЛБ до конца экс-
поненциальной фазы роста (1 109 КОЕ/мл 
среды). Затем, используя стандарт мутности, 
суспензию бактерий разводили фосфатным 
буфером до концентрации (1-5) 108 КОЕ/мл. 
Приготовленную таким образом бактери-
альную суспензию добавляли в дистиллиро-
ванную воду, и затем воду с инокулятом 
вносили в почву. Количество вносимой бак-
териальной суспензии рассчитывали так, 
чтобы конечная концентрация составляла 
приблизительно 1 106 микроорганизмов на 1 
г сухой почвы 

Всего были приготовлены следующие 
модельные почвенные системы, каждая в 
трёх повторах: 

система 1 – нестерильная почва, за-
грязненная нефтью; 

система 2 – нестерильная почва, за-
грязненная нефтью, с добавлением удобре-
ния; 

система 3 – нестерильная почва, за-
грязненная нефтью, с добавлением удобре-
ния и с внесением консорциума штаммов-
нефтедеструкторов. 

Приготовленные системы инкубиро-
вали при комнатной температуре (18-25°С). 
Ежедневно проводилось рыхление почвы 
стерильным шпателем, измерение темпера-
туры и добавление воды для поддержания 
влажности на уровне 25% от максимальной 
влагоёмкости. Интродукцию микробного 
консорциума осуществляли вторично, через 
4 недели. 

 
Определение численности  

микроорганизмов 
Численность микроорганизмов опре-

деляли по содержанию колониеобразующих 
единиц (КОЕ). Для этого использовали ме-
тод последовательных десятикратных разве-
дений в фосфатном буфере с последующим 
высевом на различные агаризованные среды 
и подсчётом выросших колоний. Для систем 
с жидкой средой первое разведение готови-
ли, отбирая 0,5 мл среды и добавляя их к 4,5 
мл фосфатного буфера; для почвенных си-
стем – отбирая 1 г усреднённой пробы, до-
бавляя их к 9 мл фосфатного буфера и пере-
мешивая на вортексе в течение 1 минуты. 

Общую численность гетеротрофных 
микроорганизмов определяли на богатой 
агаризованной среде ЛБ. Оценку численно-
сти штаммов-нефтедеструкторов определяли 
на минеральной среде Эванса с добавлением 
дизельного топлива или нефти в качестве 
единственного источника углерода и энер-
гии. Измерение численности отдельных 
микроорганизмов, входящих в состав кон-
сорциума, проводили с использованием вы-
сева на селективные среды для подсчёта 
КОЕ. Для получения селективных сред в 
среду ЛБ вносили соответствующие анти-
биотики (указана концентрация в мкг/мл 
среды): для штаммов Acinetobacter baumanii 
1B и Pseudomonas putida F701 – тетрацик-
лин, 10, для Rhodococcus erythropolis S26 – 
стрептомицин, 100, для Acinetobacter 
baumanii 7 – триметаприм, 100. Кроме этого, 
штамм F701 идентифицировали после высе-
ва на агаризованную среду Кинга Б по ярко-
зелёному свечению колоний в ультрафиоле-
товом свете (λ=254 нм). 
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Определение степени  
деструкции нефти 

Деградацию нефти исследуемыми 
штаммами оценивали по суммарному пока-
зателю убыли нефти методом ИК-
спектрометрии относительно контрольных 
систем без интродуцированных микроорга-
низмов [22]. Измерение проводили на 
нефтеанализаторе АН-2 (Санкт-Петербург) 
по прилагаемой к прибору методике. 

 

Обработка результатов 
Статистическая обработка проводи-

лась с помощью программы Microsoft Office 
Excel 2003. 

Все экспериментальные данные при-
ведены в виде среднего арифметического с 
доверительным интервалом для P = 0.95, 
рассчитанных по результатам измерения 
соответствующего параметра в трёх повто-
рах. 

 
ПОЛУЧЕННЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Ранее коллективом авторов был про-
ведён анализ физиологических, метаболиче-
ских и деструктивных свойств эффективных 
микроорганизмов-нефтедеструкторов из 
коллекций лаборатории биологии плазмид 
ИБФМ РАН и ЗАО «Биоойл», а именно, 
анализ способности к росту в жидкой мине-
ральной среде с высоким содержанием 
нефти и нефтепродуктов, наличия катаболи-
ческих плазмид, способности к биодеграда-
ции нефти в широком диапазоне темпера-
тур, продукции биосурфактантов и устойчи-
вости к изменениям значений рН. В резуль-
тате был составлен консорциум, в который 
вошли следующие отобранные в ходе иссле-
дования штаммы: Rhodococcus erythropolis 
S26, Acinetobacter baumanii 1B, Acinetobacter 

baumanii 7 и Pseudomonas putida F701 [13; 
14]. 

Важнейшими параметрами, описыва-
ющими поведение консорциума, являются 
динамика численности микроорганизмов и 
эффективности деградации нефти. 

Для изучения указанных свойств была 
проведена серия экспериментов в различных 
модельных системах. 

Для изучения свойств составленного 
консорциума при его интродукции в нефте-
загрязнённые системы динамики численно-
сти интродуцированных микроорганизмов и 
оценки эффективности деградации нефти 
отобранным консорциумом штаммов были 
проведены эксперименты в лабораторных 
условиях. 

 
Деструкция нефти микробным  

консорциумом в жидкой минеральной 
среде при различных температурах 

Эффективность деструкции нефти 
консорциумом и его жизнеспособность оце-
нивали при трёх температурах: 4°С, 24°С и 
50°С. Деструкцию нефти оценивали в срав-
нении с абиотическим контролем, а для про-
верки жизнеспособности для каждого 
штамма, входящего в состав консорциума, 
строили отдельные кривые роста. 

При температуре 4ºС ростовые кри-
вые каждого штамма практически совпада-
ли, демонстрируя падение численности 
примерно в 10 раз к 15 суткам и последую-
щий активный ростом к 30 суткам (рис. 1А). 
Это типичная картина динамики численно-
сти бактерий, обусловленная необходимость 
адаптации микроорганизмов к экстремаль-
ным условиям роста. При 24°С сходная ди-
намика (падение численности, а затем рост) 

наблюдалась для штамма Pseudomonas 
putida F701, что также свидетельствует о 
наличии адаптационного периода, позволя-
ющего бактериям приспособиться к услови-
ям токсичного воздействия компонентов 
нефти (рис. 1Б). Численность штамма Aci-
netobacter baumanii 7 к 15 суткам сохрани-
лась на прежнем уровне и увеличилась толь-
ко к 30 суткам, а два оставшихся штамма, 
Acinetobacter baumanii 1B и Rhodococcus 
erythropolis S26, демонстрировали стабиль-
ный рост.  

При культивировании консорциума 
при температуре 50°С очень слабый рост 
был отмечен только для штамма Acinetobac-
ter baumanii 7 (рис. 1В). Pseudomonas putida 
F701 и Acinetobacter baumanii 1B продемон-
стрировали снижение численности на поря-
док, а Rhodococcus erythropolis S26 практи-
чески утратил жизнеспособность. 

 



ЮГ РОССИИ: ЭКОЛОГИЯ, РАЗВИТИЕ  Том 13   N 1  2018 
SOUTH OF RUSSIA: ECOLOGY, DEVELOPMENT Vol.13  no.1  2018  

ЭКОЛОГИЯ МИКРООРГАНИЗМОВ 
ECOLOGY OF MICROORGANISMS 

 

 189 

 
Рис.1. Динамика численности микроорганизмов при культивировании  

бактериального консорциума при температурах 4°С (А), 24°С (Б) и 50 °С (В)  
в жидкой минеральной среде Эванса с 15% нефти 

Fig.1. Dynamics of the number of microorganisms during the cultivation  
of the bacterial consortium at temperatures: 4°C (A), 24°C (Б) and 50°C (B)  

in Evans liquid medium with 15% oil 
 

Деградативную активность консорци-
ума оценивали по суммарному показателю 
убыли нефти в жидкой среде, определяемо-
му методом ИК-спектрометрии. В системах 
при 4°С и 24°С основная доля убыли нефти 

наблюдалась уже через 15 суток (рис. 2) и 
составила 39% и 31%, соответственно. К 30 
суткам суммарная степень деградации в 
этих системах увеличилась лишь на 6% и 8% 
соответственно. Данный эффект достигался, 
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возможно, за счет деградации микроорга-
низмами, в первую очередь, н-алканов (до 
С12) и циклических соединений с одним 
кольцом – легких фракций нефти. Вероятно, 
снижение скорости деградации во второй 
половине эксперимента обусловлено 

уменьшением количества легких биодо-
ступных углеводородов, а оставшиеся в сре-
де тяжелые фракции поллютанта являлись 
персистентными и более трудноусваивае-
мыми компонентами нефти.  

 

 
Рис.2. Степень деструкции нефти при культивировании бактериального  

консорциума при температурах 4°С, 24°С и 50 °С в жидкой среде  
Эванса с 15% нефти 

Fig.2. Degree of oil destruction during cultivation of the bacterial consortium  
at temperatures of 4°C, 24°C and 50°C in Evans liquid medium with 15% oil 

 
Наибольшая степень деградации 

наблюдалась в системе при температуре 4°С 
и составила 44% через 30 дней относительно 
контроля без микроорганизмов, тогда как 
при 24С она составляла 39% (рис. 2., табл. 
2). Следует отметить, что деградацию нефти 
в исследуемых системах оценивали относи-
тельно контроля, в котором происходили 
процессы абиотической убыли. Причем, 
абиотическая убыль при температуре 4°С 
была меньше, чем при 24°С, как через 15 
дней, так и через 30 суток (табл. 2). Соответ-
ственно, остаточная концентрация нефти в 
контроле при низкой положительной темпе-
ратуре была больше, чем остаточное коли-
чество нефти при 24°С. Следует полагать, 
что как в контрольной системе 1, так и в 
опытной системе 2 при температуре 4°С, 
количество доступных и легкоокисляемых 
бактериями углеводородов превышало со-
держание этих соединений в контроле при 
температуре 24°С. Несмотря на то, что при 
комнатной температуре 24°С микроорга-
низмы консорциума находились в опти-

мальных для развития условиях, в среде в 
большей степени присутствовали трудно-
разлагаемые углеводороды средней и тяже-
лой фракций нефти, а соответственно, коли-
чество доступных для утилизации легких 
фракций нефти было меньше.  

Ранее нами было показано [13], что 
микроорганизмы, входящие в состав кон-
сорциума способны к деструкции углеводо-
родов нефти при температуре 42ºС. В насто-
ящей работе была изучена способность мик-
робного консорциума к деградации нефти 
при температуре 50°С. Степень деструкции 
нефти оказалась менее 1% на 30 сутки (табл. 
2, рис. 2). Это вызвано, с одной стороны, 
падением метаболической активности бак-
терий из-за температурного воздействия, что 
видно по данным кривых роста (рис. 1В), с 
другой, быстро испаряются углеводороды 
легких фракций, из-за чего легкоусвояемые 
субстраты становятся недоступны даже для 
микроорганизмов, способных к росту при 
таких температурах, как штамм Acinetobac-
ter baumanii 7. 
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Таблица 2 
Степень деструкции нефти в жидкой минеральной среде  

(начальный уровень загрязнения – 15%) при разных температурах,  
в процентах от начального уровня 

Table 2 
Degree of oil destruction in liquid mineral environment (initial pollution level – 15%)  

at different temperatures, in percentage of the initial level 
Температура и длительность 

инкубирования
Temperature and duration 

of incubation 
Модельная система 
Test system 

4°С 24°С 50°С 

15  
дней 

15 days 

30 
дней 

30 days 

15 
дней 

15 days 

30 
дней 

30 days 

15  
дней 

15 days 

30  
дней 

30 days 

Контроль (абиотическая убыль) 
Control (abiotic loss) 4 ± 1 13 ± 3 14 ± 4 19 ± 2 16 ± 1 20 ± 2 

Система с интродуцированным 
бактериальным консорциумом 

System with introduction of bacterial 
consortium 

45 ± 3 57 ± 2 46 ± 4 58 ± 1 17 ± 3 21 ± 2 

Деградация нефти относительно 
контрольной системы 

Oil degradation relative to the control 
system 

39 ± 3 45 ± 1 31 ± 4 39 ± 2 0.5 ± 0.3 0.9 ± 0.3 

 

 
Деструкция нефти микробным  

консорциумом в почве при  
комнатной температуре 

Вопросам исследования микробной 
деградации углеводородов нефти в настоя-
щее время уделяется значительное внимание 
во всём мире. Это связано с использованием 
полученных результатов в технологиях био-
ремедиации почв, загрязнённых нефтью [13; 
23]. Зарубежные исследователи в основном 
фокусируют внимание на методах стимуля-
ции аборигенных микроорганизмов-
деструкторов in situ за счёт внесения орга-
нических и минеральных удобрений [24; 25]. 
В тоже время, интродукция микроорганиз-
мов – эффективных деструкторов нефти 
может значительно увеличить деградатив-
ный потенциал аборигенной микрофлоры, 
так как при взаимодействии бактерий в 
окружающей среде происходит обмен гене-
тической информацией. 

Для изучения динамики численности 
штаммов консорциума и оценки эффектив-
ности деградации нефти использовали сле-
дующие системы (каждая в трёх повторах): 

Эксперимент проводили для трёх раз-
личных систем (см. «Материалы и методы»): 

система 1 – контроль для оценки де-
градации нефти аборигенными почвенными 
микроорганизмами; 

система 2 – контроль с внесённым 
удобрением для оценки его влияния на де-
градацию нефти аборигенными микроорга-
низмами; 

система 3 – для оценки деградации 
нефти исследуемым консорциумом в при-
сутствии удобрения. 

Следует отметить, что численность 
гетеротрофных микроорганизмов зависит от 
токсичности грунта, запасов минеральных и 
органических ресурсов и других факторов 
[26]. Численность гетеротрофов в начале 
эксперимента составляла 4,2×105 КОЕ/г су-
хой почвы, а количество аборигенных 
нефтедеструкторов – 2,8×104 КОЕ/г почвы. 
Изменение общей численности микроорга-
низмов в контрольном варианте (система 1) 
не было значительным и составило (7,2-
7,9)×105 КОЕ/г почвы, однако внесение ми-
неральных удобрений (система 2) способ-
ствовало ее постепенному возрастанию от 
2,1×106 до 4,3×107 КОЕ/г почвы. В модель-
ных почвенных системах с интродуцирован-
ным консорциумом и удобрениями (система 
3) численность гетеротрофов увеличивалась 
уже в первой половине эксперимента и со-
хранялась на высоком уровне, что указывает 
на формирование благоприятных условий 
для развития этой группы микроорганизмов 
(рис. 3А).  
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Рис.3. Динамика численности гетеротрофных микроорганизмов (А) и  

микроорганизмов-нефтедеструкторов (Б) в нестерильных почвенных системах  
с начальным уровнем загрязнения 2% нефти при комнатной температуре. 

Система 1 – нестерильный контроль. Система 2 – с внесением нитроамофоски. 
Система 3 – с внесением нитроамофоски и интродукцией бактерильного консорциума 

Fig.3. Dynamics of the number of heterotrophic microorganisms (A) and oil degrading  
microorganisms (Б) in non-sterile soil systems with an initial contamination level  

of 2% oil at room temperature. System 1 – non-sterile control. System 2 – with the introduction  
of nitroamofoski. System 3 – with introduction of nitroamophoska and introduction  

of the bacterial consortium 
 

Общая концентрация гетеротрофов в 
системе 3 к 28 суткам эксперимента соста-
вила 9,3×107 КОЕ/г почвы и оставалась при-
мерно на этом уровне в течение следующих 
14 дней. Общая численность бактерий в си-
стеме 2 достигла своего максимума (3,3×107 
КОЕ/г почвы) через 28 дней культивирова-
ния и в дальнейшем практически не изменя-
лась. Сравнение результатов по численности 
штаммов-нефтедеструкторов в системах 1 и 
2, полученных в ходе эксперимента, показа-
ло, что стимуляция природного сообщества 
микроорганизмов путем внесения мине-
ральных удобрений незначительно увеличи-
вала численность этой группы бактерий 
(рис. 3Б). Наибольшая численность микро-

организмов зарегистрирована в системе 3 
при комплексном использовании бактери-
ального консорциума и минерального удоб-
рения, что хорошо согласуется с данными по 
степени деструкции (рис. 3, табл. 3). 

Численность нефтедеструкторов во 
всех модельных системах достигла своего 
максимума в течение 28 суток культивиро-
вания и почти не изменялась до конца экс-
перимента.  

На рис. 4 представлены кривые роста 
микроорганизмов исследуемого консорциу-
ма в модельной почвенной системе 3. Из 
данных рис. 3 следует, что численность 
нефтедеструкторов в системах 1 и 2 увели-
чилась почти на 1 порядок в течение экспе-
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римента. Прирост численности микробного 
консорциума (рис. 4) был весьма незначи-
тельным (с 1×106 КОЕ/г почвы до 5×106 
КОЕ/г почвы) и составил приблизительно 

0,5 порядка, однако при этом степень де-
струкции нефти в системе 3 была больше 
почти в 2 раза по сравнению с системой 2 и 
в 3 раза – с системой 1. 

 

 
Рис.4. Динамика численности микроорганизмов консорциума в модельных  
почвенных нестерильных системах, загрязненных 20 г нефти на кг почвы 

Fig.4. Dynamics of the number of microorganisms of the consortium in model soil  
non-sterile systems contaminated with 20 g of crude oil per kg of soil 

 
Сравнение данных о численности 

микроорганизмов-нефтедеструкторов (рис. 
3Б) в системах 2 и 3 показало увеличение их 
количества на 1 порядок, возможно, вслед-
ствие присутствия катаболических плазмид 
в клетках интродуцируемых бактерий кон-
сорциума. Ранее в работах сотрудников ла-
боратории биологии плазмид ИБФМ РАН 
показано, что в сайтах, загрязненных нефте-
продуктами, происходит увеличение попу-
ляции микроорганизмов, содержащих ката-
болические плазмиды [27]. В последние го-
ды возрос интерес к изучению горизонталь-
ного переноса катаболических плазмид в 
окружающей среде [13; 28-33], продемон-
стрировано, что конъюгативные плазмиды 
деградации углеводородов при интродукции 
в загрязненный сайт бактерий, содержащих 
эти плазмиды, способны распространяться 
среди других аборигенных микроорганизмов 
[13; 14].  

Из данных рис. 4 следует, что в тече-
ние первых 14 дней наблюдалось снижение 
численности интродуцированных микроор-
ганизмов. Максимум численности практиче-
ски всех штаммов, кроме штамма Ac. 7 
(продолжался дальнейший рост), был до-

стигнут через 28 дней. Следует отметить, 
что деградация нефти в этот период соста-
вила 25% и 50%, в системах 2 и 3, соответ-
ственно. Постепенный рост численности 
углеводородокисляющих микроорганизмов 
(нефтедеструкторов) отмечался и в системах 
с применением только удобрения без интро-
дукции исследуемого консорциума (рис. 3Б), 
что соответствует литературным данным 
[34]. 

Снижение концентрации нефти за 
счет абиотической убыли загрязнителя и 
эндогенной деградации поллютанта соста-
вило 23% за 42 суток. На процесс биодегра-
дации нефти в модельной почвенной систе-
ме значительный эффект оказывало внесе-
ние минерального удобрения («Нитроаммо-
фоска») – убыль нефти составила 31%. В 
наших экспериментах (рис. 3) численность 
гетеротрофных микроорганизмов возрастала 
с увеличением степени биодеградации угле-
водородов в почве. 

В результате комплексной интродук-
ции исследуемого консорциума и удобрений 
степень деструкции поллютанта составила 
59%, а при внесении только «Нитроаммо-
фоски» – 31% (табл. 3). Таким образом, сов-
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местное использование консорциума на ос-
нове углеводородокисляющих микроорга-
низмов и удобрения позволило почти в 2 
раза повысить эффективность очистки 
нефтезагрязненной почвы. Аналогичные 
результаты, были получены Биккининой с 

соавт. [34], показавшими, что одновремен-
ное использование удобрений и биопрепара-
тов способствует повышению степени де-
градации загрязнителя и увеличению чис-
ленности углеводородокисляющих микро-
организмов. 

Таблица 3 
Степень деструкции нефти в модельных почвенных системах через 42 суток  
при комнатной температуре (18-25°С), начальный уровень загрязнения – 2% 

Table 3 
Degree of oil destruction in model soil systems after 42 days  
at room temperature (18-25°С), initial pollution level – 2% 

Модельная система 
Test system 

Степень деструкции 
Degree of destruction % 

Контроль без интродуцированных микроорганизмов (система 1) 
Control without introduced microorganisms (system 1) 23 ± 4 

Система с нитроаммофоской (система 2) 
System with fertilizer (nitroammophoska) (system 2) 31 ± 3 

Система с интродуцированным бактериальным консорциумом и 
нитроаммофоской (система 3) 

System with introduction of bacterial consortium and fertilizer (ni-
troammophoska) (system 3) 

59 ± 2 

 
ВЫВОДЫ 

В результате выполненных исследо-
ваний была доказана эффективность дегра-
дации нефти отобранным микробным кон-
сорциумом. В модельных системах с жидкой 
средой высокая степень деструкции (более 
30%) была показана не только для умерен-

ной температуры (24°С), но и для низкой 
(4°С). При внесении консорциума в несте-
рильные почвенных системах степень де-
струкции нефти возрастала в два раза по 
сравнению с системой без консорциума. 
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