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Аннотация. Нефть и нефтепродукты являются серьезным источником загрязнения окру-
жающей среды, что обусловливает накопление углеводородов в почвенном профиле. Они 
загрязняют грунтовые воды, нарушают естественные биохимические почвенные процес-
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сы, взаимодействуют с минеральными соединениями, снижая их биодоступность для растений, и вызывают отравление и гибель 
живых организмов. Исследование углеводородокисляющих микроорганизмов имеет существенное прикладное значение в связи 
с их способностью разлагать углеводороды. Анализ адаптационных механизмов и устойчивости к стрессовым факторам бактерий-
деструкторов позволяет прогнозировать эффективность биоремедиации в различных экологических сценариях. В работе изучено 
влияние температуры, концентрации NaCl и значения pH среды на рост и интенсивность образования биопленок углеводородокис-
ляющими бактериями, выделенными из почв с высоким уровнем нефтяного загрязнения. Исследована субстратная специфичность 
бактерий-нефтедеструкторов. Наиболее устойчивыми к абиотическим факторам среды являются штаммы Paenibacillus polymyxa S31 
и Citrobacter freundii K29. Наибольшей субстратной специфичностью обладает P. polymyxa S31, так как он способен к деградации всех 
исследуемых субстратов. Максимальная продукция биопленок всеми исследуемыми штаммами наблюдается при температуре 28°С, 
штаммами Вacillus circulans D18, Bacillus licheniformis M88, Bacillus muralis V16, Bacillus pumilus L27, P. glucanolyticus F15 – в щелочной 
среде (при pH 9), штаммами C. freundii K29 и P. polymyxa S31 – в нейтральной среде (при pH 7).
Ключевые слова: углеводородокисляющие бактерии, нефть, нефтепродукты, почвенные экосистемы, экологический мониторинг, 
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Abstract. Oil and petroleum products are a signifi cant source of environmental pollution, leading to the accumulation of hydrocarbons in the 
soil profi le. They contaminate groundwater, disrupt natural soil biochemical processes, interact with mineral compounds – thereby reducing 
their bioavailability to plants – and cause the poisoning and death of living organisms. The study of hydrocarbon-oxidizing microorganisms is of 
considerable practical importance due to their ability to degrade hydrocarbons. Analyzing the adaptation mechanisms and stress resistance of 
degrading bacteria enables the prediction of bioremediation effi  ciency under various ecological scenarios. This work investigates the infl uence 
of temperature, NaCl concentration, and pH on the growth and biofi lm formation intensity of hydrocarbon-oxidizing bacteria isolated from soils 
with high levels of oil contamination. The substrate specifi city of the oil-degrading bacteria was also studied. The strains Paenibacillus polymyxa 
S31 and Citrobacter freundii K29 were the most tolerant to abiotic environmental factors. P. polymyxa S31 exhibited the broadest substrate spec-
ifi city, as it was capable of degrading all tested substrates. Maximum biofi lm production by all studied strains was observed at 28°C. For strains 
Bacillus circulans D18, Bacillus licheniformis M88, Bacillus muralis V16, Bacillus pumilus L27, and P. glucanolyticus F15, the maximum production 
occurred in an alkaline environment (at pH 9), while for strains C. freundii K29 and P. polymyxa S31, it was in a neutral environment (at pH 7).
Keywords: hydrocarbon-oxidizing bacteria, petroleum, petroleum products, soil ecosystems, environmental monitoring, biofi lms, microor-
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Введение

С каждым годом повышается спрос на 
нефть и нефтепродукты, ускоряется развитие 
нефтяной промышленности. Ежегодно в про-
цессе добычи, транспортировки и переработки 
миллионы тонн углеводородов попадают в по-
чву [1]. Одним из важнейших вопросов совре-
менности является восстановление экосистем 
после загрязнения углеводородами, в частности, 
нефтью и нефтепродуктами [2]. Накопление 
даже небольшого количества углеводородов 
может оказывать негативное влияние на физи-
ко-химические свойства почвы [3]. Находясь в 
почве длительное время, нефть за счет своего 
токсического и канцерогенного действия вызы-
вает повреждения растений на всех стадиях их 
развития и нарушает экологическое равновесие 
почвы, что опосредованно влияет на животных 
и человека [4].

Сырая нефть представляет собой сложное 
природное вещество, состав которого в основ-
ном определяется происхождением, но в любом 
случае характеризуется преобладанием угле-
водородов. С нефтепродуктами дела обстоят 
немного сложнее, ведь их состав определяется 
не только природой изначальной субстанции, но 
и методом переработки [5]. Так или иначе, слож-
ность состава нефтяных веществ совместно с их 
гидрофобностью объясняют трудность очистки 
почвы от данных соединений [6]. 

Рекультивационные мероприятия почв 
вызывают особый интерес, поскольку суще-
ствующие методические подходы оказыва-
ют различное влияние на свойства почвы. 
На сегодняшний день одним из основных на-
правлений рекультивации является биореме-
диация – метод, основанный на способности 
живых организмов разлагать загрязнители 
окружающей среды и превращать их в без-
вредные химические вещества [7]. Биоремеди-
ация считается экономически эффективным и 
экологически чистым методом восстановления 
антропогенно нарушенных территорий, зна-
чительно снижающим токсичное воздействие 
поллютантов на подлежащие рекультивации 
участки [8].

Процессы самоочищения почвы от органи-
ческих загрязнителей, в частности углеводоро-
дов нефти, осуществляется под действием ее 
микробной активности. Бактерии являются ос-
новными агентами разложения нефти и нефте-
продуктов в окружающей среде. Известно более 

79 родов бактерий, которые могут использовать 
углеводороды в качестве источника углерода и 
энергии, разлагающих нефтяные соединения,
а именно Acinetobacter, Arthrobacter, Bacillus, 
Kocuria, Mycobacterium, Oleiphilus, Oleispira, 
Pseudomonas, Rhodococcus и другие. Исполь-
зование бактерий-нефтедеструкторов для вос-
становления нефтезагрязненных территорий 
является одним из наиболее эффективных 
способов биоремедиации [9–11].

На основе углеводородокисляющих бактерий 
создают эффективные, экологически безопасные и 
экономически выгодные препараты для очистки 
почв, загрязненных нефтью [12]. Для скрининга 
штаммов особое значение имеет оценка их суб-
стратного спектра, устойчивости к абиотическим 
факторам окружающей среды и способности фор-
мировать биопленки [13].

Цель работы – выявить эколого-физиоло-
гические особенности аборигенных штаммов 
углеводородокисляющих бактерий для обосно-
вания их использования в биоремедиационных 
биопрепаратах.

Материалы и методы

Объектом исследования являлись про-
бы темно-каштановых почв, отобранных с 
земельных участков сельскохозяйственного 
назначения, загрязненных нефтепродуктами 
в результате аварийной ситуации (Советский 
район, Саратовская область) (рис. 1) [14]. 

Советский район находится в степной зоне 
Саратовского Заволжья. Основными характери-
стиками почвенного покрова района являются 
его относительная однородность, невысокое 
содержание гумуса и степень солонцеватости 
(рис. 2) [15].

Отбор проб методом конверта проводили в 
соответствии с ГОСТ 17.4.4.02-20174. 

Лабораторные исследования проведены в 
ИЛЦ ЭкоОС (СГТУ имени Гагарина Ю. А.) и 
на кафедре микробиологии и физиологии рас-
тений (СГУ имени Н. Г. Чернышевского). Для 
выделения углеводородокисляющих бактерий 
0,1 мл почвенной суспензии высевали по обще-
принятой методике на синтетическую среду М9, 
в которой в качестве единственного источника 
углерода присутствовало вазелиновое масло 
[16]. Культивирование микроорганизмов про-
водили в стационарных условиях в термостате 
ТС-1-20 СПУ при температуре +28°С в течение
2–4 суток.
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Рис. 2. Почвенная карта Саратовской области
Fig. 2. Soil map of the Saratov Region

Рис. 1. Местоположение с. Новокривовка на топографической карте Саратовской области [14]
Fig. 1. Location of Novokrivovka village on the topographic map of the Saratov Region
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Идентификацию бактерий проводили на 
основании изучения фенотипических свойств 
по «Определителю бактерий Берджи» (1997) [17]. 

Верификацию и определение неидентифи-
цированных видов осуществляли с помощью 
метода MALDI-ToF масс-спектрометрии [18]. 
Для этого из суточной культуры микроорганиз-
мов с одной колонии изготавливали белковые 
экстракты с использованием этанола, муравьи-
ной кислоты и 80% трифторуксусной кислоты. 
Экстракцию проводили в соответствии с МУ 
4.2.3.733-21. В качестве матрицы использова-
ли насыщенный водный раствор α-циано-4-
гидроксикоричной кислоты, ацетонитрила и 
5% трифторуксусной кислоты. Сбор спектров 
производился в автоматическом режиме на 
масс-спектрометре Microfl ex™ LT MALDI-TOF 
(Bruker Daltonics, Германия) с использованием 
программы Flex Control (ver. 3.3). Диапазон масс 
полученного спектра – 2–20 КДа. Полученные 
масс-спектры анализировали в программе 
Biotyper 3 (Bruker Daltonics, Германия). Так-
сономию исследуемых образцов определяли 
на основании значения индекса соответствия 
(score value, SV). Идентификацию белков осу-
ществляли с использованием международной 
базы белков UniProt [19]

Для исследования субстратной специфич-
ности углеводородокисляющих бактерий в 
работе использовали сырую нефть Соколо-
вогорского месторождения (Волго-Ураль-
ский нефтяной бассейн, г. Саратов, Россия), 
предельные (н-алканы: гексан, гептан, декан), 
непредельные (гексадиен) и ароматические 
(толуол) углеводороды, а также углеводород-
ное производное – фенол. Способность бакте-
риальных штаммов к деструкции указанных 
субстратов оценивали методом лунок. В центр 
чашки Петри с агаризованной минеральной 
средой М9 (г/л: Na2HPO4 – 6,0; КН2РО4 – 3,0; 
NaCl – 0,5; NH4Cl – 1,0; голодный агар – 20,0) 
вносили исследуемый углеводород в лунку 
диаметром 8 мм. Посев тест-культур произво-
дили штрихообразными линиями вокруг лунки. 
Благодаря радиальной диффузии субстрата в 
агар и его частичному испарению культивиро-
вание проводили в условиях одновременного 
воздействия твёрдой и газовой фаз углеводо-
родов. Учёт результатов проводили в течение 
7 суток инкубации при температуре 28°C. 
О деструктивной активности судили по ви-

зуальной оценке интенсивности роста тест-
культур в зоне диффузии субстрата [20].

Для оценки влияния абиотических факто-
ров на рост угле водородокисляющих штаммов 
были проведены эксперименты в широком 
диапазоне температурных условий: при +6°C 
(низкотемпературный режим) и +45°C (высо-
котемпературный режим). Параллельно ис-
следовали влияние водородного показателя 
среды (ГРМ-бульон, Оболенск, Россия) на рост 
микроорганизмов при значениях pH 5,0 (кис-
лая), 7,0 (нейтральная) и 9,0 (щелочная). Для 
определения солеустойчивости использовали 
среды с различной концентрацией хлорида на-
трия: 2, 5, 7, 10 и 15%, что позволило оценить 
осмотическую толерантность исследуемых 
штаммов [21].

Для оценки степени (способности) фор-
мирования биопленок использовали агаровые 
культуры микроорганизмов в стационарной 
фазе роста. Штаммы бактерий выращивали 
на ГРМ-агаре рН 7,2 (Оболенск, Россия) при 
температуре 28°С в течение 24 ч. Взвеси кле-
ток микроорганизмов готовили в 0,9% NaCl 
по стандарту мутности 10 Ед. Далее перено-
сили взвеси микроорганизмов в ГРМ-бульон 
(Оболенск, Россия) с рН, равной 5, 7 и 9, до 
конечной концентрации 5 × 107 КОЕ/мл. Куль-
туры микроорганизмов в бульоне вносили по 
200 мкл в лунки полистироловых 96-луночных 
плоскодонных планшетов для культивирова-
ния клеток и тканей (Jet Bio-Filtration, Китай) 
и инкубировали при температурах +6, +28, 
+37 °С в течение 72 ч без встряхивания. Для 
отслеживания отрицательного контроля в 
лунки добавляли 200 мкл ГРМ-бульона рН 7,2. 
По окончании культивирования из лунок план-
шетов отбирали среду с планктонными клетка-
ми, после чего лунки промывали стерильным 
физиологическим раствором в объеме 200 мкл 
в течение 2–3 мин. Физиологический раствор 
полностью удаляли из лунок и высушивали 
планшеты в течение 20 мин. Окраску биопленок 
на поверхности лунок проводили по методу 
O’Toole, основанному на способности краси-
теля кристаллического фиолетового связы-
ваться с клетками и внеклеточным матриксом 
биопленок [22]. Для этого в лунки планшетов 
вносили по 200 мкл отфильтрованного 0,2% 
раствора кристаллического фиолетового в 96% 
этиловом спирте и инкубировали при комнат-
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ной температуре в течение 15 мин. Краситель 
удаляли из лунок, с последующим троекратным 
промыванием водопроводной водой. Планшеты 
высушивали в течение 30 мин, после чего в 
лунки добавляли 96% раствор этанола в объеме 
200 мкл для элюции связанного с биопленкой 
красителя. Растворитель отбирали, помещали 
в чистые плоскодонные планшеты и измеряли 
оптическую плотность на планшетном фото-
метре iMark (Bio Rad, США) при длине волны 
600 нм. В качестве контроля использовали 
лунки, инкубированные с чистой средой, под-
вергнутые аналогичным манипуляциям. 

Количественную оценку образования био-
пленки в каждой лунке проводили по формуле:

ODотн = ODабс/ODс, 
где ODотн – относительная оптическая плот-
ность красителя, ODабс – абсолютная оптическая 
плотность красителя, ODс – оптическая плот-
ность (OD) отрицательного контроля+3sd [23].

Умеренную продукцию биопленки считали 
при 2×ODс≤ODотн≤4×ODс, плотную продук-
цию считали при 4×ODс<ODотн, слабую – при 
ODс<ODотн<2×ODс.

Для каждого штамма и разных условий 
культивирования проводили измерения опти-
ческой плотности в 4 повторностях. Статисти-
ческий анализ осуществляли с использованием 
программы StatTech v. 4.9.5 (ООО «Статтех», 
Россия). Количественные показатели оцени-
вали на предмет соответствия нормальному 
распределению с помощью критерия Шапиро –
Уилка. Количественные показатели, выбороч-
ное распределение которых соответствовало 

нормальному, описывали с помощью средних 
арифметических величин (M) и стандартных 
отклонений (SD). Различия считали статисти-
чески значимыми при p < 0,05 (F–критерий 
Фишера). При распределении, отличном от 
нормального, переменные описывали с по-
мощью медианы (Me) и интерквартильного 
размаха (Q1-Q3). Различия считали статисти-
чески значимыми при p < 0,05 (Критерий Кра-
скела – Уоллиса).

Результаты и их обсуждение

В  ходе  проведённого  микробиологи-
ческого анализа образцов с последующей 
идентификацией выделенных культур уста-
новлено, что доминирующей группой явля-
лись микроорганизмы рода Bacillus, соста-
вившие 57% от общего числа изолятов. Доля 
бактерий рода Paenibacillus составила 29%, а 
представители рода Citrobacter были обнару-
жены в 14% случаев.

Изолированные углеводородокисляющие 
бактерии были идентифицированы как грам-
положительные палочки следующих видов: 
Bacillus circulans; B. licheniformis; B. muralis; 
B. pumilus; Paenibacillus glucanolyticus; P. poly-
myxa; Citrobacter freundii.

Анализ субстратной специфичности ис-
следуемых бактериальных штаммов выявил 
значительные различия в их метаболичес-
ком потенциале.  Штамм P. polymyxa S31 
продемонстрировал способность к деграда-
ции всех тестируемых субстратов (таблица). 

Субстратный спектр углеводородокисляющих микроорганизмов
Table. The substrate spectrum of hydrocarbon oxidizing microorganisms

Штамм /
Specie

Субстрат / Substrate

Предельные углеводороды /
Saturated hydrocarbons

Непредельные 
углеводороды / 

Unsaturated hydrocarbons

Ароматические 
соединения / 

Aromatic compounds
Сырая 
нефть / 

Crude oilГексан /
Hexane

Гептан /
Heptane

Декан /
Decane

Гексадиен /
Hexadiene

Фенол /
Phenol

Толуол /
Toluol

В. circulans D18 + + + - - - +

B. licheniformis M88 + + + - + - +

B. muralis V16 + + + + + - +

B. pumilus L27 + + - + - + +

P. glucanolyticus F15 - - - - - - +

P. polymyxa S31 + + + + + + +

C. freundii K29 - + + - - - +

Д. Д. Нестеркина и др. Эколого-физиологический потенциал аборигенных штаммов 
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Наиболее широким субстратным профилем 
использованных разлагаемых соединений 
характеризовался B. pumilus L27, однако он не 
был способен к утилизации фенола и декана. 
Штаммы B. muralis V16 и B. licheniformis M88 
не проявляли способности к биодеградации 
толуола, тогда как B. circulans D18, помимо 
ароматических соединений, не утилизировал 
гексадекан. Наиболее ограниченный суб-
стратный профиль наблюдался у штаммов 
C. freundii K29, способного к деградации 
только сырой нефти и двух представителей 
н-алканов (гептана и декана), и B. glucanolyticus 
F15, проявлявшего активность исключительно 
в отношении многокомпонентного субстрата – 
нефти.

Результаты исследования по определению 
влияния устойчивости физико-химических 
факторов среды на рост углеводородокисляю-
щих бактерий показали, что все исследуемые 
штаммы обладали широким диапазоном выжи-
ваемости под действием абиотических факторов 
(T, pH, конц. NaCl). Наиболее устойчивыми 
среди всех представленных штаммов явились 
P. polymyxa S31 и C. freundii K29, которые были 
способны к росту в широком диапазоне тем-
ператур и рН (как при минимальной (6), так и 
при максимальной (45°C) температуре, как в 
щелочной (9), так в кислой (5) среде). Кроме того, 
исследуемые штаммы характеризовались спо-
собностью к росту при низких (2%) и высоких 
(10%) концентрациях хлорида натрия (рис. 3).

Рис. 3. Устойчивость углеводородокисляющих бактерий к физико-химическим условиям среды
Fig. 3. Resistance of hydrocarbon-oxidizing bacteria to abiotic environmental conditions
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Результаты исследования влияния темпера-
туры на процесс пленкообразования показали, 
что максимальная продукция биопленки всех 
выделенных штаммов микроорганизмов наблю-
далась при температуре 28°C (рис. 4). Согласно 
полученным данным, при анализе оптической 
плотности в зависимости от температуры, были 
установлены статистически значимые различия.

Анализ влияния pH на формирование био-
пленки позволил статистически достоверно 

установить, что наибольшая ее продукция у 
штаммов В. сirculans D18, B. licheniformis M88, 
B. muralis V16, B. pumilus L27, P. glucanolyticus 
F15 наблюдалась в щелочной среде (pH 9) при 
температуре 28 оС, а для штаммов C. freundii 
K29 и P. polymyxa  S31 оптимальной оказалась 
нейтральная среда (pH 7) при температуре 28 оС. 
Для изолятов B. pumilus L27 и P. glucanolyticus 
F15 было также отмечено формирование био-
пленки в кислой среде (pH 5) (рис. 4).

Рис. 4. Сравнение способности формирования биопленок штаммами углеводородокисляющих микроорганизмов 
при различных значениях pH и температуры

Fig. 4. Comparison of biofi lm production by hydrocarbon-oxidizing strains at different temperatures and pH

Заключение

В ходе работы был проведен микробиоло-
гический анализ почв, пробы которых отбирали 
с земельных участков сельскохозяйственного 
назначения с высоким уровнем нефтяного за-
грязнения.

В результате скрининга были отобраны 
культуры, проявившие углеводородокисля-

ющую способность. Наиболее устойчивыми 
к неблагоприятным абиотическим факторам 
среды оказались штаммы B. pumilus L27 и 
C. freundii K29, а наиболее широким суб-
стратным спектром характеризовался штамм 
P. polymyxa S31, способный к деградации всех 
исследуемых субстратов. Оптимальное значе-
ние температуры, при котором наблюдалась 
максимальная продукция биопленок у всех 

Д. Д. Нестеркина и др. Эколого-физиологический потенциал аборигенных штаммов 
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исследуемых штаммов бактерий, составило 
28°C. В. сirculans D18, B. licheniformis M88, 
B. muralis V16, B. pumilus L27, P. glucanolyticus F15 
более эффективно формировали биопленки в 
щелочной среде (pH 9), штаммы C. freundii K29 и  
P. polymyxa S31 – в нейтральной среде (pH 7). 
Для изолятов B. pumilus L27 и P. glucanolyticus 
F15 было также отмечено формирование био-
пленки в кислой среде (pH 5).

Таким образом, на основании полученных 
результатов в качестве перспективного для 
конструирования биопрепарата может рас-
сматриваться штамм P. polymyxa S31, исполь-
зование которого возможно при загрязнении 
почв различными группами углеводородных 
субстратов в засоленных почвах при щелочных 
и нейтральных значениях рН.
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