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В процессе добычи углеводородного сырья, помимо механического нарушения почвенного покрова, 

происходит его химическая контаминация углеводородами и тяжелыми металлами, содержащимися в 

нефти, а также нефтепромысловыми сточными водами, в основном хлоридно-натриевого состава. Комби-

нированное загрязнение оказывает более выраженное неблагоприятное воздействие на растения и почвен-

ный биоценоз, чем каждый поллютант по отдельности, и приводит к очень быстрой потере плодородия 

почвы. Целью настоящей работы был скрининг новых штаммов углеводородокисляющих микроорганиз-

мов, устойчивых к воздействию повышенных концентраций хлорида натрия и тяжелых металлов. Выде-

ление изолятов микроорганизмов из образцов техногенно загрязненных почв с территории Республики 

Башкортостан осуществляли методом накопительных культур на жидкой минеральной среде Раймонда с 

нефтью. Углеводородокисляющую активность бактерий определяли по степени деструкции алифатиче-

ской фракции нефти газохроматографическим методом после экстракции гексаном. Устойчивость микро-

организмов к присутствию хлорида натрия и тяжелых металлов (Zn, Co, Cd, Cu, Pb, Ni) устанавливали по 

их росту на мясо-пептонном агаре с различными концентрациями NaCl или солями этих металлов. Из 

14 выделенных изолятов были отобраны 6, наиболее активно растущих на твердой среде с нефтью. Самая 

высокая численность и самая значительная углеводородокисляющая активность при культивировании в 

жидкой среде с нефтью обнаружена у изолята 22 (степень биодеструкции нефти составила 93.0%). Все 

микроорганизмы являлись галотолерантными и росли при 5 и 7%-м содержании хлорида натрия в среде, 

но наиболее устойчивыми к засолению оказались культуры 11 и 41, которые выдерживали концентрацию 

NaCl в 10%. Наибольшей резистентностью к действию металлов обладали изоляты 33.1 и 33.2. Наименее 

токсичными для микроорганизмов были свинец и цинк. Полученные результаты следует считать предва-

рительными, а сами изоляты нуждаются в дальнейшем исследовании с целью их возможного применения 

в экобиотехнологии. 

Ключевые слова: биоремедиация, бактерии-нефтедеструкторы, засоление, тяжелые металлы, углево-

дородокисляющая активность. 

 

Нарастающие темпы добычи нефти и ши-

рокомасштабное использование продуктов ее 

переработки приводят к глобальному загрязне-

нию окружающей среды. Особенно сильно 

страдает почвенный покров, в который попада-

ют не только углеводороды, но и извлекаемые 

одновременно с нефтью высокоминерализован-

ные пластовые воды. Значительная часть их со-

левого компонента приходится на хлориды [1],  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

особенно на хлорид натрия [2]. Наличие боль-

шого количества данных соединений приводит 

к появлению техногенно засоленных почв, вод-

но-физические условия которых становятся 

крайне неблагоприятными для роста и развития 

растений и почвенных организмов [3]. Кроме 

того, в настоящее время месторождения легких 

нефтей, по большей части, истощены, и в разра-

ботку включаются трудноизвлекаемые запасы  
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с высокой плотностью, обогащенные токси-

чными элементами [4]. Это увеличивает эколо-

гические риски при освоении углеводородного 

сырья, приводя к контаминации земель, в том 

числе тяжелыми металлами. Обладая канцеро-

генным и мутагенным эффектом, они являются 

генотоксикантами [5], несмотря на то, что как 

микроэлементы имеют большое значение для 

существования различных организмов. В усло-

виях засоления одновременное присутствие 

нефти и тяжелых металлов оказывает более 

сильное негативное воздействие на растения и 

почвенный биоценоз [6], чем каждый из поллю-

тантов по отдельности, что значительно затруд-

няет очистку таких территорий.  

Наиболее экологически и экономически 

целесообразным методом восстановления на-

рушенных почв и грунтов является биореме-

диация [7], основанная на использовании дегра-

дационного потенциала живых объектов, в ча-

стности, микроорганизмов. При этом они как 

агенты биодеструкции должны обладать не 

только способностью к разложению поллютан-

тов, но и стабильно поддерживать свою чис-

ленность и функциональную активность при 

наличии дополнительных негативных факторов 

среды, таких как экстремальные значения тем-

пературы, влажности, рН, избыточная концен-

трация солей и пр. [8, 9].  

Принимая во внимание все вышеизложен-

ное, целью настоящей работы было выделение 

новых штаммов углеводородокисляющих мик-

роорганизмов, устойчивых к воздействию по-

вышенных концентраций хлорида натрия и тя-

желых металлов и способных к росту в широ-

ком диапазоне температуры. 

 

Объекты и методы исследования. Вы-

деление изолятов микроорганизмов из образ-

цов почвы с территории Республики Башкор-

тостан осуществляли методом накопительных 

культур [10]. Для этого в колбы со 100 мл 

жидкой минеральной среды Раймонда [11] с 

нефтью (1% объем) в качестве единственного 

источника углерода и энергии добавляли 2 г 

почвы, а затем инкубировали на лабораторном 

термостатируемом встряхивателе при темпера-

туре 28ºС и 160 об./мин в течение 7 суток. Для 

выделения бактериальных изолятов проводили 

высев из накопительных культур на мясо-

пептонный агар (МПА) [10], после чего чашки 

Петри помещали в термостат при 28ºС на 

5 суток.  

В работе использовали нефть Мамонтов-

ского месторождения (Нефтеюганский район, 

ХМАО – Югра). Характеристики нефти: плот-

ность – 0.871–0.885 г/см
3
, содержание серы – 

1.2–1.5%, парафина – 2.9–3.8, смол – 7.6–9.1, 

асфальтенов – 2.2–3.1%. 

Чистоту выделенных культур устанавлива-

ли общепринятыми методами – микроскопиче-

ским контролем и высевом на МПА. 

С целью проверки изолятов на способность 

к росту на твердой среде с нефтью производили 

посев петлей по радиусу чашки Петри со сре-

дой Раймонда от заполненной нефтью лунки в 

центре агаровой пластинки к периферии чашки. 

Для дальнейшей работы использовали штаммы, 

характеризующиеся наиболее интенсивным 

ростом.  

Изучение культуральных особенностей 

отобранных изолятов микроорганизмов осуще-

ствляли с помощью общепринятых руководств 

[10, 12]. 

Рост изолятов в жидкой среде с нефтью 

(1%) оценивали при культивировании на среде 

Раймонда при температуре 28ºС и 160 об./мин 

на 3 и 6-е сутки инкубирования и по внешнему 

изменению состояния содержимого колб.  

Углеводородокисляющую активность изо-

лятов определяли по степени деструкции али-

фатической фракции нефти. В колбы со сте-

рильной средой Раймонда и нефтью в качестве 

источника углерода (4% вес.) вносили биомассу 

микроорганизмов, количество которой соответ-

ствовало «зеркалу» петли (титр микроорганиз-

мов в колбе был не менее 10
5
 КОЕ/мл). Инкуба-

цию проводили в течение 5 суток при темпера-

туре 28°С и 160 об./мин. В качестве контроля 

использовали колбу, содержащую стерильную 

среду Раймонда и нефть, но без внесения мик-

роорганизмов. После завершения процесса 

культивирования нефтепродукты экстрагирова-

ли гексаном. Для этого в колбу с культуральной 

жидкостью вносили 50 мл гексана и встряхива-

ли в течение 1 ч. Затем с помощью делительной 

воронки отделяли верхний гексановый слой, 

выдерживали его 12 ч при температуре 2–4ºС 

для выпадения из раствора асфальтенов, после 

чего отбирали 10 мл очищенного раствора и 

упаривали на роторном испарителе Rotavapor 

R-100 (Buchi Labortechnik AG, Flawil, 

Switzerland) досуха. Остаток растворяли в не-

большом объеме гексана (1.0–2.0 мл). Получен-

ный гексановый экстракт очищали от полярных 

соединений на хроматографической колонке  



Т.Ю. Коршунова, Е.В. Кузина, С.Р. Мухаматдьярова и др. Скрининг углеводородокисляющих… 

25 

с оксидом алюминия, пропитанным гексаном. 

В колонку помещали исследуемый образец и 

после его полного вхождения в наполнитель 

проводили элюирование гексаном (20.0–

25.0 мл). Далее из полученного элюента отгоня-

ли гексан на роторном испарителе. Остаток рас-

творяли в небольшом количестве гексана (0.5–

1.0 мл). Деструкцию нефти определяли методом 

газожидкостной хроматографии с использовани-

ем хроматографа «Кристалл Люкс 4000» (Рос-

сия) с пламенно-ионизационным детектором и 

капиллярной колонкой Zebron™ ZB-1XT. Режим 

анализа: начальная температура колонки 100°С, 

скорость нагрева 5°С/мин, конечная температура 

270°С. Газом-носителем служил гелий. Степень 

биодеструкции нефти (%) рассчитывали на ос-

нове хроматографических данных по методу 

внутренней нормализации в соответствии с ин-

струкциями к прибору. 

В опытах по оценке роста микроорганизмов 

в жидкой среде с нефтью и их способности к 

окислению углеводородов в качестве эталона ис-

пользовали штамм-нефтедеструктор Acinetobacter 

calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1 [13]. 

Устойчивость изолятов к присутствию 

хлорида натрия и тяжелых металлов (Zn, Co, 

Cd, Cu, Pb, Ni) определяли по их росту на среде 

МПА с NaCl (1, 3, 5, 7, 8, 9, 10%) или солями 

этих металлов (ZnSO4×6H2O, CоCl2×2H2O, 

Cd(CH3COO)2×2H2O, CuSO4×5H2O, 

Pb(CH3COO)2×3H2O, NiCl2×6H2O) после инку-

бации в течение 7 суток при температуре 28°С. 

Концентрацию ионов металлов варьировали в 

диапазоне 0.25–1.50 г/л. Контролем служила 

среда МПА. Учет результатов осуществляли 

визуально, сравнивая рост изолятов в контроль-

ном и опытных вариантах. 

Способность микроорганизмов к росту в 

широком диапазоне температур выявляли после 

инкубации на МПА в течение 7 суток при 4 и 

41°С. 

Статистическую обработку осуществляли с 

применением стандартных программ MS Excel. 

Данные представлены как среднее ± стандарт-

ная ошибка среднего. Для оценки достоверно-

сти различий использовали t-критерий Стью-

дента (p ≤ 0.05). 

Результаты и их обсуждение. Из 14 визу-

ально различающихся при выращивании на МПА 

изолятов для дальнейших исследований были 

отобраны 6 культур, обозначенные как 11, 22, 

33.1, 33.2, 41 и 53, которые характеризовались 

наиболее интенсивным ростом на агаризованной 

среде Раймонда с нефтью. Источники выделения 

изолятов и описание внешнего вида их колоний 

при росте на МПА приведены в табл. 1. 

На первых этапах исследования нефте-

окисляющую активность микроорганизмов 

можно наглядно оценить по изменению цвета и 

мутности культуральной жидкости, появлению 

хлопьев, мелких гранул, а также диспергирова-

нию нефти. Кроме того, к числу важных харак-

теристик, которыми должен обладать штамм-

деструктор поллютантов, относится такое свой-

ство, как поддержание значительной плотности 

своей популяции на протяжении процесса де-

градации.  

Т а б л и ц а   1 

Источник выделения и культуральные свойства изолятов 

Изолят Источник выделения Внешний вид колоний 

11 
РБ, Гафурийский р-н, почва с берега 

р. Усолка 

Круглые колонии диаметром 3 мм, кораллового 

цвета с ровным краем и гладкой поверхностью 

22 
РБ, г. Уфа, урбанозем (почва с террито-

рии промышленного предприятия) 

Круглые колонии диаметром 6 мм, молочного цвета 

с ровным краем и гладкой поверхностью 

33.1 
РБ, г. Уфа, урбанозем (почва рядом с 

проезжей частью улицы) 

Круглые выпуклые колонии диаметром 4 мм, тем-

но-кремового цвета с ровным краем и гладкой по-

верхностью слизистой консистенции 

33.2 
РБ, г. Уфа, урбанозем (почва рядом с 

проезжей частью улицы) 

Круглые выпуклые колонии диаметром 1 мм, тем-

но-кремового цвета с волнистым краем и гладкой 

поверхностью плотной консистенции 

41 
РБ, Хайбуллинский р-н, отвал Буриба-
евского ГОК  

Круглые колонии диаметром 4 мм, горчичного цве-
та с ровным краем и гладкой поверхностью 

53 
РБ, Баймакский р-н, карьер рудника 

Кульюртау 

Круглые колонии диаметром 4 мм, персикового 

цвета с ровным краем и гладкой поверхностью 
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Т а б л и ц а  2 

 

Характеристика роста культур микроорганизмов в жидкой среде с нефтью 

 

Изолят 
Титр, ×10

6
 КОЕ/мл 

Состояние среды 
3 сут 6 сут 

11 2.3±0.2
 

0.5±0.1 
Помутнение среды, диспергирование нефти, об-

разование хлопьев 

22 340.0±13.1 360.0±11.2 
Помутнение среды, диспергирование нефти, об-

разование хлопьев 

33.1 0.9±0.1 1.1±0.1 
Помутнение среды, диспергирование нефти, об-

разование хлопьев 

33.2 0.1±0.01 0.5±0.1 
Помутнение среды, диспергирование нефти, об-

разование хлопьев 

41 6.7±0.4 1.0±0.1 
Помутнение среды, нефтяная пленка на поверх-

ности среды и на стенках колбы 

53 1.2±0.1 0.1±0.01 
Помутнение среды, нефтяная пленка на поверх-

ности среды и на стенках колбы 

A. calcoaceticus 
ИБ ДТ-5.1/1 

100.0±4.3 98.0±5.1 
Помутнение среды, диспергирование нефти, об-

разование хлопьев 

 

П р и м е ч а н и е. Начальный титр микроорганизмов составлял 2–3×10
3 
КОЕ/мл.  

 

Среди отобранных изолятов культура 22 

демонстрировала самую высокую способность 

к росту в жидкой среде с нефтью. Уже на 3 сут-

ки культивирования ее численность составила 

3.4×10
8
 КОЕ/мл и сохранялась на том же уровне 

в дальнейшем (табл. 2). Это более чем в 3 раза 

превышало указанный показатель у эталонного 

штамма углеводородокисляющих микроорга-

низмов Acinetobacter calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1, 

входящего в состав биопрепарата-нефте-

деструктора «Ленойл»®. При этом визуально 

наблюдались явные признаки разложения неф-

ти – помутнение среды, эмульгирование нефтя-

ной пленки и появление хлопьев.  

В колбах с культуральной жидкостью изо-

лятов 33.1 и 33.2 также присутствовали призна-

ки эмульгирования нефти. Эти микроорганизмы 

оказались способны к поддержанию своей чис-

ленности на стабильном уровне, хотя плотность 

их популяции была в сотни раз ниже, чем у 

изолята 22 (табл. 2).  

Подсчет количества микроорганизмов изо-

лятов 11, 41 и 53 свидетельствовал о том, что к 

концу эксперимента оно стало меньше, чем на 

третьи сутки культивирования. Одновременно с 

этим в колбах с культурами 41 и 53 обнаружи-

валась нефтяная пленка на поверхности среды и 

стенках сосуда, что говорит о неполном разло-

жении субстрата. В колбе со изолятом 11 при-

сутствовали все три анализируемых внешних 

признака деградации нефти (табл. 2). 

Углеводородокисляющую активность мик-

роорганизмов оценивали по убыли алифатиче-

ской фракции нефти. Принимая во внимание дан-

ные о способности изолятов к росту в жидкой 

среде с нефтью (табл. 2), оценку углеводород-

окисляющей активности провели только у наибо-

лее перспективных культур 11, 22, 33.1, 33.2, ко-

торые продемонстрировали разную степень дест-

рукции нефти (рис.). Самая низкая наблюдалась в 

варианте со изолятом 33.1 (4.2%), а самая высокая 

(93.0%) – со изолятом 22, у которого этот показа-

тель был выше, чем у эталонного штамма 

Acinetobacter calcoaceticus ИБ ДТ-5.1/1 (73.3%).  

Температура окружающей среды является 

одним из экологических параметров, влияющих на 

жизнедеятельность и популяционную динамику 

микроорганизмов [8, 9]. Последний фактор очень 

важен для эффективного протекания процесса 

биоремедиации. Кроме того, от температуры зави-

сит растворимость гидрофобных углеводородов, а 

значит, и их биодоступность для бактерий-

деструкторов. Поэтому широкий температурный 

диапазон является несомненным преимуществом 

при выборе микроорганизмов для применения в 

экобиотехнологии. В настоящем исследовании при 

4°С лишь изолят 41 обладал умеренным ростом, у 

остальных бактерий он оказался слабым или во-

обще отсутствовал (табл. 3). При повышенной 

температуре (41°С) у большей части микроорга-

низмов рост был выражен незначительно, только 

изоляты 11 и 41 демонстрировали его обилие. 
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Рис. Степень деструкции нефти культурами микроорганизмов 

Засоленные экосистемы широко распро-

странены в природе, что связано как с геолого-

климатическими, так и с антропогенными фак-

торами (орошение, контаминация нефтепромы-

словыми сточными водами и пр.) [3]. Использо-

вание микроорганизмов, способных разлагать 

органические поллютанты при наличии высокой 

минерализации, позволяет избежать необходи-

мости предварительного снижения концентра-

ции солей на загрязненном участке (путем раз-

бавления, обратного осмоса, ионного обмена и 

др.) до биологической обработки [14]. Все изу-

ченные нами изоляты показали хороший или 

очень хороший рост при 1‒5% содержании хло-

рида натрия в среде, но наиболее устойчивыми к 

условиям засоления оказались культуры 11 и 41, 

которые выдерживали 10% NaCl (табл. 3).  

Среди большого числа поллютантов особо 

следует выделить тяжелые металлы, загрязнение 

которыми является глобальной проблемой из-за 

их длительного периода полураспада и стойкости 

в окружающей среде. Появление в почве данных 

токсикантов может быть связано с естественным 

выветриванием материнской породы, однако в 

основном это происходит в результате нарушения 

экологических норм в процессе производствен-

ной деятельности человека [15]. Очень часто воз-

никает совместное загрязнение тяжелыми метал-

лами и нефтью, что делает восстановление почвы 

весьма затруднительным [16]. Особый интерес 

для очистки таких территорий представляют 

штаммы бактерий, одновременно обладающие 

углеводородокисляющей активностью и устойчи-

востью к повышенным концентрациям тяжелых 

металлов в среде [17].  

Согласно [18], свинец, кадмий и цинк от-

носятся к 1 классу опасности (вещества высо-

коопасные). Все изучаемые изоляты оказались 

не способны к росту при наличии в среде цинка 

и кадмия в концентрации выше 0.25 г/л (за ис-

ключением культуры 33.1, которая росла при 

содержании Zn
2+

 в количестве 0.5 г/л), при этом 

они проявили устойчивость к ионам свинца в 

концентрации 1.00‒1.25 г/л (табл. 3). 

Т а б л и ц а  3 

Рост изолятов при различных условиях среды 

Изолят 

Температура, °С Максимальная 

концентрация 

NaCl, % 

Максимальное содержание тяжелых металлов, г/л 

4 41 Pb
2+ 

Ni
2+

Cu
2+ 

Zn
2+

Co
2+ 

Cd
2+ 

11 – ++++ 10 1.00 <0.25 <0.25 0.25 <0.25 <0.25 

22 + + 5 1.00 <0.25 <0.25 0.25 <0.25 <0.25 

33.1 + + 7 1.00 0.25 0.25 0.50 0.25 0.25 

33.2 + + 7 1.25 0.25 0.25 0.25 0.50 0.25 

41 ++ ++++ 10 1.00 <0.25 <0.25 <0.25 <0.25 <0.25 

53 – + 7 1.25 <0.25 0.25 0.25 0.25 <0.25 

Примечания: ++++ обильный рост; +++ хороший рост; ++ умеренный рост; + слабый рост; – отсут-

ствие роста. 
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Что касается никеля, меди и кобальта, от-

несенных ко 2 классу опасности (вещества уме-

ренно опасные), то рост всех микроорганизмов 

происходил только в том случае, если их кон-

центрация не превышала 0.25 г/л (за исключе-

нием культуры 33.2, которая росла в присутст-

вии Co
2+

 в количестве 0.5 г/л (рис.)).  
Таким образом, из 14 изолятов микроор-

ганизмов, выделенных из образцов техноген-

но загрязненных почв с территории Респуб-

лики Башкортостан, были отобраны 6, наибо-

лее активно растущих на твердой питательной 

среде с нефтью в качестве единственного ис-

точника углерода и энергии. Самой высокой 

численностью и самой значительной углево-

дородокисляющей активностью при культи-

вировании в жидкой среде с нефтью обладал 

изолят 22. Установлено, что только изолят 41 

был способен к росту в широком диапазоне 

температуры (4‒41°С). При этом все изучен-

ные микроорганизмы являлись галотолерант-

ными и росли при 5 и 7%-м содержании хло-

рида натрия в среде, но наиболее устойчивы-

ми к засолению оказались культуры 11 и 41, 

растущие в присутствии 10% NaCl. Наименее 

токсичными для микроорганизмов были сви-

нец и цинк, а наибольшей резистентностью к 

действию всех исследованных металлов (Zn, 

Co, Cd, Cu, Pb, Ni) обладали изоляты микро-

организмов 33.1 и 33.2. 

Представленные выводы можно рассмат-

ривать только как предварительные. На данном 

этапе работы представляется затруднительным 

выделить какой-либо изолят или их группу в 

качестве наиболее перспективных для биореме-

диации нефтезагрязненных земель в условиях 

сопутствующей контаминации хлоридами и со-

лями тяжелых металлов. Для составления реко-

мендаций по дальнейшему использованию вы-

деленных изолятов необходимо продолжить 

исследования зависимости их нефтеразлага-

ющей активности от высоких концентраций 

указанных поллютантов. 
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In the process of extraction of hydrocarbon raw materials, in addition to mechanical disturbance of the soil 

cover, it is chemically contaminated with hydrocarbons and heavy metals contained in oil and oilfield wastewater, 

mainly of sodium chloride composition. Combined pollution has a more pronounced adverse effect on plants and 

soil biocenosis than each pollutant alone and leads to a very rapid loss of soil fertility. The aim of this work was to 

screen for new strains of hydrocarbon-oxidizing microorganisms resistant to elevated concentrations of sodium 

chloride and heavy metals. Isolation of strains of microorganisms from samples of technogenically contaminated 

soils from the territory of the Republic of Bashkortostan was carried out by the method of enrichment cultures on 

a liquid mineral medium of Raymond with oil. The hydrocarbon-oxidizing activity of the isolates was determined 

by the degree of destruction of the aliphatic oil fraction by the gas chromatographic method after extraction with 

hexane. The resistance of strains to the presence of sodium chloride and heavy metals (Zn, Co, Cd, Cu, Pb, Ni) 

was established by their growth on meat-peptone agar with various concentrations of NaCl or salts of these met-

als. Of the 14 isolated strains, 6 were selected, most actively growing on a solid medium with oil. The highest 

abundance and the most significant hydrocarbon-oxidizing activity during cultivation in a liquid medium with oil 

was found in strain 22 (the degree of oil biodegradation was 93.0%). All microorganisms were halotolerant and 

grew at 5 and 7% sodium chloride in the medium, but cultures 11 and 41, which withstood a NaCl concentration 

of 10%, turned out to be the most resistant to salinity. Strains 33.1 and 33.2 had the highest resistance to the action 

of metals. Lead and zinc were the least toxic to microorganisms. The results obtained should be considered pre-

liminary, and the isolates themselves need further research with a view to their possible application in 

ecobiotechnology. 
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