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Аннотация. Исследован субстратный спектр углеводородокисляющих бактерий, выделенных из почв Саратовской области: почв 
г. Балаково (хроническое антропогенное загрязнение) и почв сельскохозяйственного назначения с. Новокривовка (однократное 
углеводородное загрязнение). Установлено, что микроорганизмы, выделенные из урбопочв г.  Балаково, находящихся в услови-
ях постоянного антропогенного воздействия, обладали более широким субстратным спектром. Выявлено, что наибольшее количество 
углеводородных субстратов, включая сырую нефть и индивидуальные углеводороды, были способны разлагать 4 микроорганизма, 
выделенные из урбопочв г. Балаково: Acinetobacter lwoffi  i R44, Bacillus circulans E75, B. horikoshii P22, Ochrobactrum gallinifaecis I59 и один – 
Paenibacillus polymyxa S31, выделенный из почвы с. Новокривовка. 100 % штаммов бактерий, выделенных из почв с. Новокривовка, 
использовали сырую нефть в качестве единственного источника углерода и 75% микроорганизмов, выделенных из почв г. Балако-
во. Число бактерий, способных использовать для роста ароматические углеводороды, было в 2–3 раза выше среди изолятов почв
г. Балаково. Аборигенные углеводородокисляющие бактерии с широким субстратным спектром могут быть использованы для констру-
ирования биопрепарата, направленного на проведение восстановительных мероприятий контаминированных почвенных экосистем.
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isms isolated from the urban soils of Balakovo, being under constant anthropogenic infl uence, had a wider substrate spectrum. It was revealed 
that 4 microorganisms isolated from the urban soils of Balakovo: Acinetobacter lwoffi  i R44, Bacillus circulans E75, B. horikoshii P22, Ochrobactrum gal-
linifaecis I59, and also Paenibacillus polymyxa S31, isolated from the soil of Novokrivovka village, were capable of decomposing the largest amount of 
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Введение

Загрязнение окружающей среды пред-
ставляет собой одно из основных последствий 
технического прогресса. Строительство и 
эксплуатация нефтеперерабатывающих сква-
жин, а также транспортировка и переработка 
углеводородного сырья напрямую связаны с 
разливами нефти и нефтепродуктов. В связи с 
малой растворимостью, неполярностью и ги-
дрофобностью компонентов нефти возникают 
затруднения при использовании физических 
методов очистки территорий [1]. Технологии 
химической рекультивации, несмотря на очи-
стительную эффективность, могут оказывать 
вторичное загрязняющее воздействие на почву, 
нарушая ее структуру и состав применяемыми 
реагентами [2]. 

Наиболее эффективным способом для 
устранения углеводородных загрязнений почв 
является биоремедиация – восстановление тер-
риторий с использованием живых организмов 
для уменьшения неблагоприятного воздей-
ствия поллютантов [3]. При разработке метода 
по проведению очистительных мероприятий 
нефтезагрязненных почв необходимо учиты-
вать эффективность используемых штаммов 
углеводородокисляющих бактерий, в частно-
сти, разнообразие подвергаемых деградации 
субстратов. 

Цель исследования – сравнительное изуче-
ние субстратного спектра аборигенных почвен-

ных бактерий, выделенных из почв Саратовской 
области с различным уровнем и характером 
антропогенного воздействия.

Материалы и методы

Работа проводилась на базе кафедры мик-
робиологии и физиологии растений Сара-
товского национального исследовательско-
го государственного университета имени 
Н. Г. Чернышевского.

Объектом исследования являлись угле-
водородокисляющие микроорганизмы, вы-
деленные из следующих почв Саратовской 
области: 1) почв земельных участков сельско-
хозяйственного назначения на северо-западе 
от с. Новокривовка (Советский район) (Н), 
территория которых была загрязнена водо-
нефтяной эмульсией в результате утечки из 
нефтепровода «НСП-22 Головные сооружения» 
компании ОАО «Саратовнефтегаз». Среднее 
содержание нефтепродуктов в почвах состав-
ляло 3129 ± 64 мг/кг; 2) городских почв г. Ба-
лаково (Балаковский район), промышленного 
центра Саратовской области (Б). Среднее со-
держание нефтепродуктов в почвах составляло 
615 ±12 мг/кг.

Идентификацию изолятов проводили 
по определителю бактерий Берджи путем 
анализа фенотипических признаков [4], а 
также с использованием метода MALDI-ToF 
масс-спектрометрии на приборе MALDI масс-
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спектрометре серии microfl ex (Bruker Daltonics 
GmbH, Германия). В качестве матрицы ис-
пользовали α-циано-4-гидроксикоричную 
кислоту (Bruker Daltonics GmbH, Германия). 
При идентификации применяли стандартную 
библиотеку спектров Biotyper компании Bruker 
Daltonics GmbH.

Для изучения субстратного спектра угле-
водородокисляющих бактерий использовали 
следующие субстраты: предельные углеводоро-
ды – гексан, гептан, декан, ароматические угле-
водороды – толуол, фенол, а также сырую нефть 
Соколовогорского нефтяного месторождения
(Волго-Уральский нефтяной бассейн, Саратов, 
Россия). Способность бактерий к деструкции 
исследуемых субстратов определяли с по-
мощью метода лунок. Субстрат вносили в 
лунку диаметром 8 мм в центре агаризованной 
минеральной среды М9 в чашке Петри. Во-

круг лунки с субстратом осуществляли посев 
культур штрихом. Культивирование бактерий 
проводили одновременно и на поверхности 
твердого субстрата, и в парах углеводородов, 
за счет их равномерной диффузии и частично-
го испарения. Учет результатов осуществляли 
в течение 7 дней инкубации в термостате при 
28° C. О деструкции углеводородов судили по 
интенсивности роста тест-культур [5].

Результаты и их обсуждение

По результатам экспериментов выявле-
но, что микроорганизмы Acinetobacter lwoffi i 
R44 (Б), Bacillus circulans E75 (Б), B. horikoshii 
P22 (Б), Ochrobactrum gallinifaecis I59 (Б), 
Paenibacillus polymyxa S31 (Н) были способны 
разлагать все используемые углеводородные 
субстраты (рис. 1).

Рис. 1. Спектр углеводородов, разлагаемых углеводородокисляющими микроорганизмами, штаммы: Б – из почв 
г. Балаково; Н – из почв с. Новокривовка (цвет онлайн)

Fig. 1. The spectrum of oxidized hydrocarbons by hydrocarbon-oxidizing microorganisms, strains: Б – from the city of 
Balakovo; Н – from the village of Novokrivovka (color online)

Штаммы бактерий были изолированы из 
почв г. Балаково, в черте и пригородах которого 
расположены крупные предприятия энергети-
ческой, химической, металлургической отрас-
ли, а также других профилей (транспортной, 
строительной, пищевой, легкой и пр.). Один 
из микроорганизмов с широким субстратным 

спектром – Paenibacillus polymyxa S31 (Н) – был 
выделен из почвы с. Новокривовка, загрязнен-
ной водонефтяной эмульсией вследствие про-
рыва нефтепровода.

Изоляты почв г. Балаково, как правило, об-
ладали более широким субстратным спектром 
(рис. 2).
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Рис. 2. Количество углеводородных субстратов для роста бактерий, выделенных из почв с однократным 
(с. Новокривовка) и хроническим (г. Балаково) загрязнением

Fig. 2. The amount of hydrocarbon substrates for growth of bacteria isolated from soils with single (Novokrivovka village) 
and chronic (Balakovo city) contamination

75% бактерий, выделенных из урбопочв 
г. Балаково, были способны к деструкции 
пяти и более углеводородных источников, 
лишь B. pumilus S35 использовал менее трех. 
Микроорганизмы, изолированные из почв 
с. Новокривовка, разлагали меньшее коли-
чество углеводородов: лишь 33 % были спо-
собны использовать пять и более субстратов, 
а Paenibacillus glucanolyticus F15 – только 
сырую нефть.

Было выяснено, что 75% почвенных изо-
лятов г. Балаково были способны к окислению 

сырой нефти (таблица). 62,5% бактерий мог-
ли усваивать нециклические углеводороды, 
75% – проявляли ферментативную активность 
по отношению к циклическим углеводородам.
Все микроорганизмы, выделенные из почв 
с. Новокривовка, были способны к использо-
ванию сырой нефти в качестве единственного 
источника углерода; 57% штаммов бактерий 
могли превращать нециклические углеводо-
роды, 14,3% изолятов проявляли окислитель-
ные свойства по отношению к циклическим 
углеводородам.

Количество штаммов углеводородокисляющих бактерий, способных к окислению углеводородов, % 
Table. Number of strains of hydrocarbon-oxidizing bacteria capable of oxidizing hydrocarbons, %

Место выделения 
штаммов /

The place of strain 
isolation

Углеводородный субстрат / Hydrocarbon substrate

Гексан / 
Hexane

Гептан / 
Heptane

Декан / 
Decane

Толуол / 
Toluene

Фенол / 
Phenol

Сырая нефть / 
Crude oil

г. Балаково / 
Balakovo city 75 62,5 100 87,5 87,5 75

с. Новокривовка / 
Novokrivovka village 71,5 85,7 71,5 28,6 42,9 100

Полученные результаты свидетельствуют 
о большей приспособленности к деградации 
углеводородов бактерий урбопочв г. Балаково, 
что связано с их высокой адаптацией к услови-
ям хронического загрязнения промышленного 
города. Штаммы с. Новокривовка были выде-
лены из природных почв, не подвергавшихся 

систематическому воздействию поллютантов, 
из-за чего они оказались менее восприимчивы 
к углеводородным субстратам.

В нашем исследовании бактерии рода 
Bacillus оказались способны к деградации ши-
рокого спектра изученных субстратов. Прово-
дившиеся A. Das с соавторами геномные иссле-

Д. М. Голубев и др. Субстратный спектр аборигенных углеводородокисляющих бактерий

Количество используемых субстратов /
The amount of substrates used

с. Новокривовка /
Novokrivovka village

г. Балаково /
Balakovo city
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дования показали, что многие виды этого рода 
обладают генами, кодирующими ферменты, 
которые участвуют в расщеплении углеводо-
родов, а также синтезируют поверхностно-ак-
тивные вещества, способствующие этому про-
цессу [6]. В исследованиях Т. Ю. Коршуновой 
с соавторами была отмечена способность рода 
Ochrobactrum к утилизации разнообразных 
органических веществ, этому соответствуют 
и полученные нами данные о способности 
к деградации различных углеводородных 
субстратов микроорганизмом Ochrobactrum 
gallinifaecis I59, выделенным из урбопочв г. Ба-
лаково [7]. Бактериальный штамм Acinetobacter 
lwoffi i R44, выделенный из почв г. Балаково, 
подтверждает высокую способность к биореме-
диации, демонстрирующуюся в исследованиях 
других авторов [8].

Единственный почвенный изолят с. Но-
вокривовка, способный к разложению всех 
исследуемых субстратов, относится к роду 
Paenibacillus. Известно, что представители 
этого рода являются перспективными биоре-
медиантами: они могут разлагать сырую нефть, 
дизельное топливо, битум, дисульфидные 
масла, а также полициклические ароматиче-
ские углеводороды, нафталин, фенантрен и 
пирен [9].

Заключение

Рекультивация загрязненных углеводоро-
дами почв направлена на снижение рисков для 
окружающей среды на объекте и за его преде-
лами, а микробные сообщества способствуют 
облегчению ремедиации. Полученные данные 
будут полезны при разработке комплексного 
подхода для проведения восстановительных 
мероприятий антропогенно нарушенных почв, 
в том числе в Саратовской области. Микро-
организмы, способные разлагать наибольшее 
количество субстратов, являются перспектив-
ными агентами для биоремедиации.
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