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Аннотация. Установлено, что городские почвы одного из основных нефтегазоносных 
регионов России, расположенного в районе Крайнего Севера (г. Когалым, ХМАО – Югра) 
являются источником бактерий-деструкторов нефти. Произведена количественная оцен-
ка деструктивной и эмульгирующей активности бактерий: Bacillus alcalophilus WS-3027B, 
B.b funiculus LY-2403G, B.b halodurans MH-3011N, B. niacini TC-8101S, B.b psychrodurans LV-
1106E и Curtobacterium flaccumfaciens AE-0851V по отношению к нефти. Максимальная 
степень деструкции нефти за 14 сут. обнаружена у бактерий: B. niacini TC-8101S (39,8%) и 
B. halodurans MH-3011N (36,0%). Максимальная эндогенная (Е24=70,0 и 53,0%; Е48=68,7 и 
62,0%) и экзогенная (Е24=74,0 и 58,6%; Е48=74,0 и 54,0%) эмульгирующая активность выяв-
лена у бактерий B. alcalophilus WS-3027B и B.bfuniculus LY-2403G. На основании обнаружен-
ных у бактерий способностей к деструкции и эмульгации нефти, высоких адаптационных 
свойств к пониженной температуре, повышенной минерализации, щелочности среды ре-
комендовано использование данных бактерий для биоремедиации загрязненных почв в 
условиях Крайнего Севера.
Ключевые слова: нефть, углеводородокисляющие бактерии, деструктивная активность, 
эмульгирующая активность, Bacillus, адаптационные свойства
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Введение

Нефтяные углеводороды, как известно, 
оказывают мощное негативное воздействие 
на почвы нефтегазоносных регионов [1, 2]. 
Одной из основных территорий в России по 
добыче нефти является Ханты-Мансийский 
автономный округ – Югра (ХМАО – Югра), 
относящийся к районам Крайнего Севера, в 
котором длительная эксплуатация нефтяных и 
газовых месторождений существенно повлияла 
на состояние природной среды [3, 4]. В то же 
время почвы нефтегазоносного региона можно 
рассматривать как природный резервуар угле-
водородокисляющих бактерий, обладающих 
вследствие постоянного селективного углево-
дородного прессинга высоким деструктивным 
потенциалом и адаптированных к природным 
и климатическим условиям [5]. 

Когалымское нефтяное месторождение, 
освоение которого началось в 1985 г., находится 
в 17 км северо-западнее быстроразвивающегося 
города Когалыма (ХМАО – Югра). Месторожде-
ние относится к Западно-Сибирской провинции 
– крупнейшему нефтегазоносному бассейну в 
мире. Основная отрасль промышленности г. Ко-
галыма – нефтедобывающая, а также обработка 
и транспортировка углеводородной продукции.

В Западной Сибири в зоне умеренного 
и холодного климата самоочищение почво-
грунтов от нефтяного загрязнения с помощью 
естественной микробиоты затруднено из-за 
неблагоприятных почвенно-климатических 
условий: низких среднегодовых температур, 
слабого влияния абиотических факторов де-
струкции углеводородов, повышенной концен-
трации соли, недостатка аэрации и др. В таких 
условиях наиболее эффективным приемом 
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очистки является внесение бактерий с необхо-
димыми экологическими характеристиками, 
способных расти при низкой положительной 
температуре, приспособленных к повышенной 
солености почв и обладающих достаточной 
деструктивной активностью по отношению к 
загрязнителю. Интродукция таких бактерий 
позволит продлить период биоремедиации 
загрязненных почв на несколько месяцев.  
Поэтому представлялось перспективным ис-
пользовать почвы нефтегазоносного региона 
в качестве источника выделения и селекции 
углеводородокисляющих бактерий, возможных 
составляющих препаратов для биоремедиации 
нефтезагрязненных почв в условиях Крайнего 
Севера. Ранее нами был изучен качественный и 
количественный состав почвенных микробоце-
нозов города Когалыма [6]. Было установлено, 
что углеводородокисляющие бактерии в поч-
венных микробоценозах г. Когалыма представ-
лены 5 видами, среди которых доминировали 
виды рода Bacillus: B. alcalophilus, B. funiculus, 
B. halodurans, B. niacini, B. psychrodurans. Кро-
ме бактерий рода Bacillus выявлялись микро-
организмы вида Curtobacterium fl accumfaciens, 
частота встречаемости которых составляла 17%. 
В сообществах углеводородокисляющих бак-
терий наблюдалось незначительное превалиро-
вание B. funiculus (19%) и меньшее содержание 
B. alcalophilus (14%), остальные микроорганиз-
мы были представлены в равных долях (16–
17%) Доминирование бактерий рода Bacillus в 
группе углеводородокисляющих микроорга-
низмов, скорее всего, связано с их способно-
стью к образованию эндоспор и выживанию 
в период высокой стрессовой нагрузки на 
окружающую среду. Известно об активном раз-
множении бацилл в почвах и увеличении раз-
нообразия видового состава спорообразующей 
микробиоты в условиях нефтяного загрязнения 
и других видов антропогенного воздействия 
[7, 8], а также о способности бактерий рода 
Bacillus деградировать нефтяные загрязните-
ли. Curtobacterium fl accumfaciens описана [9] 
как бактерия, стимулирующая рост растений. 
Такие бактерии улучшают рост различных 
сельскохозяйственных культур и используют-
ся в качестве биопрепарата.

Цель настоящей работы состояла в изуче-
нии способности бактерий, выделенных из почв 
г. Когалыма (ХМАО – Югра), к эмульгации и 
деградации нефтяных углеводородов, оценке 
адаптационных свойств бактерий.

Материалы и методы

Объектами  исследования  служили  6 
штаммов углеводородокисляющих бактерий, 
выделенных ранее из почв г. Когалыма: Bacillus 
alcalophilus WS-3027B, B. funiculus LY-2403G, 
B. halodurans MH-3011N, B. niacini TC-8101S, 
B. psychrodurans LV-1106E, Curtobacterium 
fl accumfaciens AE-0851V [6]. Бактерии были 
идентифицированы  по  совокупности  из-
ученных культурально-морфологических, 
физиолого-биохимических признаков и ре-
зультатов исследования белковых профилей 
методом MALDI-ToF масс-спектрометрии на 
приборе MALDI масс-спектрометре серии 
microfl ex (Bruker Daltonics GmbH, Германия). 
В качестве матрицы использовали α-циано-4-
гидроксикоричную кислоту (Bruker Daltonics 
GmbH, Германия). При идентификации при-
меняли стандартную библиотеку спектров 
Biotyper компании Bruker Daltonics GmbH.

Для определения деструктивной актив-
ности бактерии культивировали в жидкой 
минеральной среде М9 с нефтью (1 % по весу) 
в качестве единственного источника углерода 
и энергии в течение 14 сут. при комнатной тем-
пературе в настольном шейкере-инкубаторе 
PSU-10i (BioSan, Латвия) при 160 об/мин. В экс-
периментах использовали нефть, полученную 
из скважины № 305 Красноярско-Куединского 
месторождения. Соотношение нефтяных фрак-
ций в данной нефти было следующим, %: пара-
фины и нафтены – 54,2; моно- и бициклические 
ароматические соединения – 16,7; ПАУ – 6,7; 
спирто-бензольные смолы – 22,4. Абиотиче-
ским контролем служила минеральная среда 
М9 с углеводородным субстратом без микро-
организмов. В качестве посевного материала ис-
пользовали смыв суточной культуры бактерий с 
ГРМ-агара (ФБУН ГНЦ ПМБ, Оболенск, Россия) 
стерильным физиологическим раствором. Оп-
тическая плотность посевной дозы составляла 
1,0 ед. при длине волны 440 нм. Каждый вари-
ант изучали в трех повторностях.

Степень деструкции нефти бактериями 
оценивали методом адсорбционной хромато-
графии с последующим гравиметрическим 
анализом, извлекая сумму неполярных и мало-
полярных углеводородов из культуральной 
жидкости органическим растворителем (хло-
роформом) с одновременной очисткой элюата 
на окиси алюминия в хроматографической 
колонке. Элюаты собирали в предварительно 
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взвешенные стеклянные стаканы. После пол-
ного испарения растворителя стаканы взве-
шивали еще раз для определения количества 
собранных углеводородов. По полученным 
результатам рассчитывали степень деструк-
ции углеводородов, которую выражали в про-
центах [10].

Эмульгирующую активность бактерий 
по отношению к нефти определяли методом 
Д. Купера с некоторыми модификациями. 
Бактерии выращивали в жидкой минеральной 
среде М9 с добавлением углеводородного 
субстрата в качестве единственного источ-
ника углерода и энергии (20 г/л – глицерина 
или вазелинового масла) в условиях аэрации 
при 160 об/мин и комнатной температуре в 
течение 2 сут. Для оценки экзогенной эмуль-
гирующей активности бактериальные клетки 
отделяли от культуральной среды с помощью 
центрифугирования, на центрифуге MiniSpin 
Plus (Eppendorf, Германия) в течение 10 мин 
при 8 тыс. об/мин, среду затем дополнитель-
но фильтровали через бумажные фильтры 
и исследовали супернатант. При измерении 
эндогенной  эмульгирующей  активности 
культуральную среду не центрифугировали. 
Далее культуральную среду с бактериальными 
клетками или без них смешивали с нефтью в 
соотношении 3:2 и интенсивно перемешивали 
на лабораторном электрическом встряхивате-
ле Вортекс MSV-3500 Heidolf (Германия) при 
1000 об/мин в течение 20 мин для получения 
стабильной эмульсии. После этого пробирки 
оставляли в вертикальном положении при 

комнатной температуре, эмульгирующую ак-
тивность выражали в процентах, рассчитывая 
ее как отношение объема эмульсии через 24 
(Е24) и 48 (Е48) часов к общему объему жид-
кости, умноженное на 100 %. Каждый образец 
исследовали в трех повторностях.

При изучении адаптационных свойств 
углеводородокисляющих бактерий оценивали 
их рост на питательной среде в диапазоне рН 
(2, 3, 4, 5, 9, 10), концентрации NaCl (2, 5, 7, 10, 
15 %) и при пониженной температуре (+10 °C).

Полученные результаты были статистиче-
ски обработаны, а именно определены основ-
ные статистические параметры и результаты 
проверены на нормальность распределения 
по критерию Колмогорова – Смирнова. Для 
обработки и анализа данных использовался 
пакет Statistica 13 и программное обеспечение 
Microsoft Еxcel 2007 (for Windows 10). При про-
верке статистических гипотез критический 
уровень показателя достоверности p принима-
ли равным 0,05. Различия считали статистиче-
ски значимыми при р ≤ 0,05.

Результаты и их обсуждение

Согласно полученным данным , через 
14 сут. культивирования в контроле (без бак-
терий) количество нефти снизилось на 6,7%, 
что связано с ее абиотической трансформа-
цией [11]. 

У всех изученных бактерий обнаружи-
валась деструктивная активность по отноше-
нию к нефти (рисунок). По степени деструк-

Степень деструкции нефти углеводородокисляющими бактериями за 14 суток
Figure. The degree of destruction of oil by hydrocarbon-oxidizing bacteria in 14 days
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ции нефти исследованные бактерии можно 
ранжировать следующим образом: B. niacini 
TC-8101S – 39,8% деструкции; B. halodurans 
MH-3011N – 36,0; B. psychrodurans LV-1106E – 
34,7; B. funiculus LY-2403G – 32,1; B. alcalophilus 
WS-3027B – 20,1; C. fl accumfaciens AE-0851V 
– 11,3%. Максимальная деструктивная актив-
ность по отношению к нефти наблюдалась 
у бактерий B. niacini TC-8101S (39,8%) и 
B. halodurans MH-3011N (36,0%). Способность 
к деструкции нефтяных углеводородов у четы-
рех изученных штаммов (>30 %) сравнима со 
способностью у известных бактерий-деструк-
торов углеводородов [12, 13]. 

В настоящих исследованиях мы опреде-
лили деструктивную активность бактерий на 
основании остаточного содержания в среде 
культивирования общих нефтяных углево-
дородов согласно ПНД Ф 16.1:2:2.2:2.3:3.64-
10 [10]. Ранее при изучении субстратного 
спектра было обнаружено, что B. alcalophilus 
WS-3027B, B. psychrodyrans LV-1106E, B. halo-
durans MH-3011N и B. funiculus LY-2403G спо-
собны использовать в качестве единственного 
источника углерода и энергии индивидуаль-
ные углеводороды: гексан, гептан, декан, 
гексадиен и толуол. Бактерия C. flaccumfaciens 
AE-0851V использовала для роста только пре-

дельные углеводороды: гептан и гексан. Полу-
ченные результаты соответствуют известным 
данным о том, что бактерии-нефтедеструкто-
ры легче и быстрее окисляют нормальные и 
изоалканы [14]. 

Известно, что нередко углеводородо-
кисляющие бактерии способны к синтезу 
биосурфактантов, облегчающих поглощение 
углеводородов бактериями [15]. Бактерии 
рода Bacillus синтезируют биоэмульгаторы 
липопептидной природы, а именно сурфак-
тин и итурин [16]. Эти биоПАВ эмульгируют 
нефть в широком диапазоне температур и при 
разных уровнях кислотности. Среди проду-
центов биоПАВ бактерии рода Bacillus спо-
собны генерировать наиболее низкое межфаз-
ное натяжение между углеводородами и жид-
кой фазой, что нашло широкое применение 
в микробиологическом методе нефтеотдачи 
пластов [17]. 

У всех исследованных нами углеводоро-
докисляющих бактерий рода Bacillus, выде-
ленных из почв г. Когалыма, в ходе проведен-
ных исследований была обнаружена экзо- и 
эндогенная эмульгирующая активность по 
отношению к нефти, образовавшиеся нефтяные 
эмульсии обладали достаточной стабильно-
стью (табл. 1). 

Таблица 1 / Table 1
Эмульгирующая активность углеводородокисляющих бактерий

Emulsifying activity of hydrocarbon-oxidizing bacteria

Бактерии /
Bacterium

Эмульгирующая активность по отношению к нефти, % /
Emulsifying activity in relation to oil, %

Эндогенная / Endogenous Экзогенная / Exogenous

Е24 Е48 Е24 Е48

B. halodurans MH-3011N 40,0±0,0 47,3±1,2 44,7±3,0 44,7±3,0

B. alcalophilus WS-3027B 70,0±2,6 68,7±1,1 74,0±2,8 74,0±2,8

B. funiculus LY-2403G 53,0±1,4 62,0±3,4 58,6±3,1 54,0±0,0

B. niacini TC-8101S 43,3±2,3 43,3±2,3 44,0±2,8 44,0±2,0

B. psychrodurans LV-1106E 42,7±1,1 44,0±2,0 43,0±2,8 43,0±1,4

У бактерий B. alcalophilus WS-3027B и 
B. funiculus LY-2403G обнаруживалась мак-
симальная активность: через 24 ч эндогенная 
активность у них составила 70,0 и 53,0%, через 
48 ч – 68,7 и 62,0%. Экзогенная эмульгиру-
ющая активность у данных бактерий через 

24 ч составила 74,0 и 58,6%, через 48 ч – 74,0 и 
54,0%. Проявленная этими бактериями высо-
кая экзогенная эмульгирующая активность в 
отношении нефти свидетельствует о возмож-
ном синтезе ими биоПАВ. Эти результаты ука-
зывают на возможные преимущества данных 
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бактерий в процессах утилизации нефтяных 
углеводородов, так как биоэмульгирующая 
активность микроорганизмов в сочетании 
с биодеградирующей способностью сможет 
обеспечить большую биодоступность углево-
дородов в различных условиях окружающей 
среды.

Известны представители рода Bacillus, 
входящие в состав микробных композиций, 
рекомендованных для ремедиации нефтеза-
грязненных почв, например, бактерии Bacillus 
megaterium ВКМ В-396 и Bacillus subtilis ВКПМ 
В-5328 в препарате «Биоионит» [18]; Bacil-
lus vallismoris ВКПМ В-11017 в консорциуме 
углеводородокисляющих микроорганизмов 
[19]. Кроме того, известны индивидуальные 
штаммы-нефтедеструкторы, относящиеся 
к роду Bacillus: Bacillus subtilis Колыма 7/2 
[20], Bacillus subtilis DM-04 [21] и др. В лабо-
раторных и полевых экспериментах ученые 

изучают возможности использования бакте-
рий-нефтедеструкторов для биоремедиации 
почв, в том числе для очистки северных тер-
риторий. При этом результаты исследований 
показывают, что в северных экосистемах с 
многолетнемерзлыми породами, небольшой 
мощностью гумусового горизонта, невысокой 
биологической активностью почв внесение ис-
пользуемых бактерий не всегда эффективно, 
требуются бактерии с широким диапазоном 
адаптивных свойств.

Результаты исследования адаптационных 
свойств углеводородокисляющих бактерий, 
выделенных из почв г. Когалыма, показали, что 
бактерии B. niacini TC-8101S и B. psychrodurans 
LV-1106E росли в максимально широком диа-
пазоне pH: от 1 до 10 и при высоких концен-
трациях NaCl (15%) (табл. 2). Остальные 4 
изученных бактериальных штамма росли при 
значениях pH от 4 до 10. 

Таблица 2 / Table 2
Адаптационные свойства углеводородокисляющих бактерий

Adaptive properties of hydrocarbon– oxidizing bacteria

Условия роста /
Growth conditions

Бактерии / Bacterium
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1 – – + + – – 

2 – – + + – – 

3 – – + + – – 

4 + + + + + +

5 + + + + + +

9 + + + + + +

10 + + + + + +

NaCl, %

2 – + – + + – 

5 + + + + + +

7 + – + + – +

10 – – + + – +

15 – – + + – – 

Температура, °C
Temperature, °C 10 – + + + – +
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При  7%-ной  концентрации  NaCl был 
способен  к  росту  бактериальный  штамм 
B. alcalophilus WS-3027B, при 10%-ной – 
C. fl accumfaciens AE-0851V. При пониженной 
температуре (+10°С) хорошо росли 4 изучен-
ных штамма, за исключением B. alcalophilus 
WS-3027B и B. halodurans MH-3011N. Двум 
бактериальным штаммам (B. niacini TC-8101S 
и B. psychrodurans LV-1106E) была свойственна 
ацидотолерантность, что согласуется с извест-
ными данными о повышенной кислотности 
почв Западной Сибири.

Заключение

В ходе проведенных исследований уста-
новлено, что все выделенные из почв г. Ко-
галыма бактерии хорошо усваивали нефть в 
качестве единственного источника углерода 
и энергии, что может быть связано с источни-
ками их выделения (почвы нефтегазоносного 
региона) и, как следствие, многолетней адап-
тацией к данному субстрату как источнику 
питания. 

По мнению исследователей [22], микроор-
ганизмы в составе бактериальных препаратов 
для биоремедиации нефтезагрязненных почв в 
условиях Крайнего Севера должны быть адап-
тированы к низкой температуре, повышенной 
концентрации соли, низкому содержанию пи-
тательных веществ. Как показали результаты 
наших экспериментов, каждый из изученных 
микроорганизмов обладал не только эмуль-
гирующей и деструктивной активностью по 
отношению к нефтяным углеводородам, но и 
устойчивостью к различным неблагоприят-
ным условиям среды (способностью к росту 
при пониженной температуре, повышенной 
минерализации и щелочности). Широкий 
спектр приспособленности играет важную 
роль для потенциального использования дан-
ных микробных штаммов в качестве основных 
составляющих препаратов для биоремедиации 
почв.

Выявленные характеристики углеводоро-
докисляющих бактерий позволяют рассматри-
вать их как потенциальных интродуцентов (как 
отдельно, так и в ассоциациях) для использо-
вания в технологиях очистки нефтезагрязнен-
ных объектов окружающей среды в условиях 
Крайнего Севера. 
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