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Аннотация
Введение. Загрязнение окружающей среды нефтью и нефтепродуктами — результат технического прогресса 
и деятельности человека. Попадание нефтепродуктов в окружающую среду с промышленными и ливневыми водами, 
техногенные катастрофы, сопровождающиеся разливами нефти, пагубно влияют на биоценоз различных природных 
экосистем и нуждаются в разработке новейших экологически безвредных методов охраны окружающей среды 
от этих загрязнений. Методы. Предметом данных исследований явились естественные процессы в технологиях 
биологической очистки воды, которые базируются на способности бактерий использовать нефтепродукты и элементы 
с переменной валентностью как окислители органических соединений. Исследования включали аналитическое 
обобщение известных научных и технических результатов, проведение обзора литературных источников и 
патентный поиск, лабораторные исследования по стандартным и современным методикам. Результаты. Результатом 
работы явилось установление возможности прикрепленных ассоциаций микроорганизмов-деструкторов разрушать 
углеродсодержащие продукты и определение ориентировочного времени обработки в зависимости от температуры 
проведения процесса очистки, а также установление по показателю степени гидрофобности последовательности 
активности штаммов родов бактерий, участвующих в процессах разложения нефтепродуктов. Установление данной 
последовательности позволит более успешно определять и подбирать соотношения микроорганизмов-деструкторов 
в пространственных сообществах, создаваемых для ведения процессов биологической очистки.
Ключевые слова: нефтепродукты, микроорганизмы-деструкторы, скорость разложения, гидрофобность, 
прикрепленные микроорганизмы, последовательность активности штаммов

Abstract
Introduction. Environmental pollution with oil and petroleum products is a result of technological progress and human 
activities. The release of petroleum products into the environment with industrial and storm water, as well as man-
made disasters accompanied by oil spills, adversely affect the biocenosis of various natural ecosystems and require the 
development of new environmentally-friendly methods to protect the environment against this pollution. Methods. The 
scope of the studies is natural processes in biological water treatment technologies, which are based on the ability of bacteria 
to use petroleum products and elements with mixed valence as oxidizing agents of organic compounds. The studies included 
an analytical compilation of available scientific and technical results, a review of literature, patent searches, and laboratory 
studies using standard and modern techniques. Results. As a result of the research, the authors established the possibility 
of attached associations of microorganisms-destructors to destroy carbon-containing products, determined the approximate 
processing time depending on the treatment temperature, and identified the sequence of activity of bacterial genera strains 
involved in the decomposition of petroleum products by the degree of hydrophobicity. The identification of this sequence 
will make it possible to determine and select the ratios of microorganisms-destructors in spatial successions, created for 
biological treatment processes, more successfully.
Keywords: petroleum products, microorganisms-destructors, decomposition rate, hydrophobicity, attached microorganisms, 
strain activity sequence

Введение
Нефтепродукты относятся к числу наиболее 

распространенных загрязняющих веществ в воде 
всех водоемов на планете [10, 14]. Токсичность 
нефти пропорциональна содержанию в ней аро-

матических и легких фракций [2–4, 18], потому, 
низкомолекулярные углеводороды загрязненной 
воды оказывают на гидробионтов меньшее влия-
ние и негативный эффект. Роль микроорганизмов 
в процессах превращения углеводородов нефти 
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использовании для иммобилизации селекцио-
нированных микроорганизмов-деструкторов на 
волокнистых носителях эффективность деструк-
ции нефтепродуктов увеличивалась на 67–83 % 
в сравнении с применением незакрепленных 
ассоциаций. Использование закрепленного био-
ценоза селекционированных микроорганизмов-
деструкторов органических загрязнений дает 
возможность создать непрерывно действующий 
стабильный процесс, стойкий к неблагоприят-
ным условиям окружающей среды [8, 12].

Работа [13] также свидетельствует, что иммо-
билизованный активный ил интенсивнее разру-
шает нефтепродукты, чем свободноплавающие 
микроорганизмы. За 20 часов прикрепленный 
биоценоз трансформировал от 66 до 98  % уг-
леводородов, тогда как свободноплавающий — 
лишь 25–60  %. Достижениями деструктивной 
активности выделенных из сточных вод нефте-
перерабатывающего завода нефтеокисляющих 
штаммов выявлено преимущество в использова-
нии иммобилизованных на носителях микроор-
ганизмов [6, 11].

Улучшение показателей биологического сни-
жения сточных вод от нефтепродуктов с помо-
щью активного ила возможно при добавлении 
сбалансированного по биогенным элементам, 
частично минерализованного ила [12], питатель-
ных веществ, применение аэрации и тому подоб-
ное. Максимальная же интенсификация процес-
са обработки воды происходит при инокуляции 
очистного сооружения или загрязненных водо-
емов ассоциациями селекционированных нефте-
окисляющих микроорганизмов [7, 14].

Однако современные технологии биологи-
ческой очистки воды должны быть основаны 
не только на применении селекционированных 
микроорганизмов-деструкторов, но и на их про-
странственном размещении в биореакторах. При 
использовании гидробионтов, которые иммоби-
лизованы на регулярных волокнистых носите-
лях, обеспечивается их распределение в очист-
ном сооружении согласно трофическим уровням 
и типам питания очищающих микроорганизмов. 
Благодаря этому достигается глубокое очище-
ние загрязненных нефтепродуктами сточных вод 
[13, 18].

Из разных источников — загрязненной не-
фтью почвы, нефтешламов, ила водоемов, по

в природе трудно переоценить. Микроорганиз-
мы — сборная систематическая группа организ-
мов, большинство представителей которой име-
ют высокую способность использовать углево-
дороды как единственный источник углеродного 
питания и энергии [1, 5, 9]. Хорошо известно, что 
биосфера, в частности гидросфера, интенсивно 
самоочищается от нефтепродуктов, расщепляя 
и трансформируя их с помощью микроорганиз-
мов [15, 16]. В процессах деструкции углеводо-
родов в природе принимают участие ассоциации 
микроорганизмов из разных таксономических 
групп. Известно больше ста родов бактерий, 
дрожжей и грибов, которые способны усваивать 
углеводороды. Большинство из них выделено из 
водных бассейнов, пластовых вод нефтяных хра-
нилищ, почв, загрязненных нефтепродуктами. 
Это бактерии родов Achromobacter, Acinetobacter, 
Bacillus, Brevibacterium, Chromobacterium, 
Corinebacyerium, Micrococcus, Pseudomonas, 
Rhodococcus, Flavobacterium [19, 20]. Они мо-
гут быть постоянными и доминирующими 
компонентами микробиоценозов нефтезагряз-
ненных экосистем. К наиболее активным де-
структорам углеводородов в пресных водоемах 
принадлежат виды: Rhodococcus erythropolis, 
R.  luteus, R.  rubropertinctus, R.  ruber, R.  opacus, 
Micrococcus sp., Acinetobacter calcoaceticus, 
Pseudomonas Fluorescens. Для представителей 
родов Rhodococcus и Мусоbacterium характерна 
высокая удельная нефтеокисляющая активность. 
Штаммы этих бактерий стойки к резким колеба-
ниям факторов окружающей среды и стабильно 
сохраняют численность популяции и высокую 
биодеструктивную активность после длительно-
го хранения как в жидкой среде, так и в высушен-
ном состоянии. Основная экологическая функ-
ция родококов — ассимиляция естественных и 
антропогенных газообразных (С3 – С4) жидких 
(С5 – С16) н-алканов и ароматических углеводо-
родов [7].

Для интенсификации биохимической очистки 
нефтесодержащих сточных вод в последнее вре-
мя широко используют прикрепленные микроор-
ганизмы. Возможности иммобилизованных кле-
ток микроорганизмов-деструкторов огромные. 
Прикрепленные микроорганизмы значительно 
интенсивнее обезвреживают нефтепродукты, 
чем свободноплавающие. Так, например, при 
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крытых нефтепродуктами — выделены ассоциа-
ции бактерий, которые способны утилизировать 
сырую нефть и нефтепродукты в мезофильных 
и психрофильных условиях. Бактерии-деструк-
торы способны утилизировать широкий круг 
алифатических и ароматичных углеводородов. 
По отношению к н-алканам наиболее активны-
ми являются представители родов Аcinetobacter 
и Arthrobacter. 

По результатам проведенного литературного 
анализа были отобраны штаммы микроорганиз-
мов, которые используют нефть и нефтепродук-
ты как единственный источник углерода и энер-
гии при концентрации последних в воде до 20–40 
мг/дм3. Для опытов использовались штаммы из 
различных коллекций микроорганизмов. По со-
вокупности морфолого-культуральных и физио-
лого-биохимических свойств отобранные куль-
туры бактерии отнесены к родам: Pseudomonas 
(5 штаммов), Аcinetobacter (2 штамма), 
Arthrobacter (2 штамма), Micrococcus (2 штам-
мa), Rhodococcus (1 штамм), Flavobacterium 
(1 штамм). 

В ходе выполнения исследований:
1)	были проведены лабораторные опыты по 

изучению скорости усвоения нефтепродуктов 
выбранными штаммами;

2)	в ходе лабораторного изучения получены 
данные по гидрофильно-гидрофобным свойс-
твам поверхности клеток деструкторов;

3)	проведена корреляция между степенью 
гидрофобности поверхности клетки и скоростью 
потребления субстрата;

4)	изучена связь гидрофобных и адгезивных 
свойства выделенных штаммов-деструкторов 
нефтепродуктов с их способностью проводить 
процесс удаления нефти с поверхности твердого 
тела (песка и тефлона).

Методы и материалы
В процессе работы были использованы следу-

ющие методики проведения исследований.
1.	Определение степени гидрофобности 

бактериальных клеток
Определяли методом солевой агрегации SAT 

(Salt Aggregation Test) [21].
Готовили растворы (NH4)2SO4 в различных 

концентрациях в 0,001 М фосфатном буфере. 
Раствор сульфата аммония и суспензию штам-
мов смешивали на предметном стекле в равных 

количествах и через 1 мин проводили фиксацию 
агрегатов методом фазово-контрастной микро-
скопии. Минимальную концентрацию (NH4)2SO4, 
при которой наблюдалось образование клеточ-
ных агрегатов, принимали за условное значение 
степени гидрофобности бактериальных клеток. 

2.	Определение адгезивной активности 
штаммов

В отношении твердых поверхностей прово-
дили по методу B. Huber и его соавторов [17]: 
суспензию бактериальных клеток в фосфатном 
буфере (200 мкл) инкубировали в микроплан-
шетном шейкере-инкубаторе Titramax 2000 
(Heidolph-Instruments, Германия) при 130 об/мин 
и 25°С в течение 24–48 ч. Неадгезированные 
штаммы отмывали фосфатным буфером, при-
крепленные клетки окрашивали 1 %-м вод-
ным раствором кристаллического фиолетового 
(хч, Реахим, Пермь) и промывали дважды тем же 
буфером. Краситель экстрагировали смесью аце-
тон−этанол (1:4), после чего измеряли оптиче
скую плотность экстракта с помощью фотометра 
при 630 нм, использовались калибровочные гра-
фики. Степень адгезии определяли как процен-
тное соотношение числа прикрепленных клеток 
к начальному числу клеток.

3.	Культивирование штаммов
Культивирование штаммов проводили в кол-

бах Эрленмейера со 100 мл минеральной среды 
Эванса с добавлением нефти, дизельного топлива 
или иных углеродсодержащих загрязнителей до 
конечной концентрации 2, 10, 15, 20, 30 или 40 % 
весовых (по объему). Инокулирование питатель-
ной среды колб проводили суспензией микроор-
ганизмов (посевная доза 1–5×10 кл/мл). Далее 
колбы помещали на качалку (120–150 об/мин) 
и выращивали микроорганизмы в течение 
3–22 суток при 25 °С и в течение 5–13 суток при 
4 °С.

4.	Определение эффективности очистки 
от нефтепродуктов

1.	 Степень разложения нефти исследуемыми 
штаммами оценивали по суммарному показате-
лю убыли нефти в жидкой среде, определяемо-
му весовым методом (гравиметрия) и в части 
опытов (при содержании нефтепродуктов менее 
0,3 мг/л) — при помощи атомно-адсорбционного 
метода.
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2.	 Для определения общего содержания угле-
водородов нефти использовали метод ИК-спект-
роскопии. 

Результаты исследования и обсуждение 
1.	 В ходе контактных лабораторных опытов 

(табл. 1) установлено, что скорость усвоения 
субстрата выбранными штаммами зависела от 
длины углеродной цепи исследуемого вещества. 
Субстраты с длиной углеродной цепи С7 и боль-
ше (октан C8H18, бензин) усваивались быстрее, 
чем пентан (C5H12) или гексан (C6H14). В псих-
рофильных условиях н-алканы наиболее актив-
но потреблялись штаммами Аcinetobacter 1 и 
Аcinetobacter 2. Ароматический углеводород, 
бензол лучше всего утилизировался представи-
телями рода Pseudomonas. Скорость деструк-
ции ароматических углеводородов представи-
телями родов Аcinetobacter и Arthrobacter была 
близкой к скорости деструкции штаммами рода 
Pseudomonas.

2.	Принимая во внимание, что скорость усво-
ения нефти и нефтепродуктов зависит от свойс-
тва поверхности клеток бактерий, были изучены 
гидрофильно-гидрофобные свойства поверхно
сти клеток-деструкторов. Распределение штам-
мов по степени гидрофобности клеточной повер-
хности, полученное в ходе эксперимента, пред-
ставлено в табл. 2.

3.	При деструкции алканов с длиной углерод-
ной цепи 12 и больше наблюдается корреляция 
между степенью гидрофобности поверхности 
клетки и скоростью потребления субстрата. На-
пример, н-гексадекан (2 г/дм3) утилизировался 
штаммом Аcinetobacter sp. 1 за 24 часа, в то вре-
мя как Pseudomonas sp. 3 усваивал его только за 
56 часов. При деструкции загрязнения с длиной 
углеродной цепью С7 и С9 скорость деструкции 
этими штаммами была равной. Такая же зако-
номерность сохраняется и при культивирова-
нии штаммов в психрофильных условиях. Сре-
ди выделенных бактерий один штамм из рода 
Аcinetobacter и один штамм из рода Pseudomonas 
синтезировали и продуцировали в культураль-
ную среду экзополимеры, которые эмульгирова-
ли нефть и нефтопродукты. При выращивании 
на твердой среде Аcinetobacter sp. 1 в психро-
фильных условиях продуцировал экзополимер, 
причем количество его увеличивалось с увели-
чением длины углеродной цепи субстрата. Выде-

Таблица 1
Скорость усвоения углеводородов штамма-

ми-деструкторами в контактных опытах 
(температура — 4–7 °С)

Штамм-деструктор

Скорость удаления углеводорода, 
в долях единицы от начального 

содержания 
1 час 6 часов 12 часов 48 часов

Опыт 1. Бензин — С7Н17

Pseudomonas sp. 1 0,99 0,97 0,82 0,61
Pseudomonas sp. 2 0,97 0,86 0,75 0,54
Pseudomonas sp. 3 0,99 0,84 0,70 0,44
Pseudomonas sp. 4 0,91 0,83 0,75 0,51
Pseudomonas sp. 5 0,97 0,95 – 0,63
Pseudomonas sp. 6 0,96 0,84 0,84 0,72
Аcinetobacter sp. 1 0,99 0,99 0,87 0,82
Аcinetobacter sp. 2 0,99 0,99 0,79 0,75
Arthrobacter sp. 1 0,97 0,99 0,85 0,81
Arthrobacter sp. 2 0,96 0,91 0,85 0,81
Micrococcus sр. 1 0,94 0,95 0,87 0,83
Micrococcus sр. 2 0,99 0,96 0,94 0,90
Rhodococcus sр. 1 0,99 – 0,97 0,96
Flavobacterium sр. 1 0,99 0,97 0,97 0,83

Опыт 2. Пентан — C5H12 

Pseudomonas sp. 1 0,99 0,97 0,87 0,73
Pseudomonas sp. 2 0,99 – 0,85 0,74
Pseudomonas sp. 3 – 0,86 0,82 0,69
Pseudomonas sp. 4 0,95 0,83 0,85 0,71
Pseudomonas sp. 5 0,97 0,97 – 0,73
Pseudomonas sp. 6 0,99 0,94 0,84 0,82
Аcinetobacter sp. 1 0,99 0,99 0,83 0,82
Аcinetobacter sp. 2 0,99 0,85 0,86 0,78
Arthrobacter sp. 1 0,99 0,99 0,93 0,91
Arthrobacter sp. 2 0,96 0,91 0,85 0,81
Micrococcus sр. 1 0,94 0,95 0,87 0,83
Micrococcus sр. 2 0,99 0,96 0,94 0,90
Rhodococcus sр. 1 0,99 – 0,99 1,00
Flavobacterium sр. 1 0,99 0,97 0,97 0,83

Опыт 3. Бензол
Pseudomonas sp. 1 0,99 0,97 0,87 0,73
Pseudomonas sp. 2 0,99 – 0,85 0,74
Pseudomonas sp. 3 0,99 0,86 0,82 0,69
Pseudomonas sp. 4 0,99 0,83 0,85 0,71
Pseudomonas sp. 5 – 0,86 – 0,73
Pseudomonas sp. 6 0,99 0,94 0,84 0,74
Аcinetobacter sp. 1 0,99 0,99 0,83 0,74
Аcinetobacter sp. 2 0,99 0,88 0,81 0,78
Arthrobacter sp. 1 0,99 0,99 0,92 0,91
Arthrobacter sp.2 0,96 0,89 0,85 0,81
Micrococcus sр. 1 0,94 0,93 0,87 0,83
Micrococcus sр. 2 – 0,96 0,95 0,92
Rhodococcus sр. 1 0,99 0,94 0,99 0,87
Flavobacterium sр. 1 0,99 0,96 0,93 0,69
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ленный экзополимер использовался бактериями-
деструкторами как дополнительный источник 
углерода и энергии. Путем сбора и центрифу-
гирования был выделен неочищенный препарат 
экзополимера. Препарат имеет поверхностно-ак-
тивные свойства и уменьшает поверхностное на-
тяжение воды. При внесении препарата в колбу 
с водным раствором, который покрыт нефтепро-
дуктами, и перемешивании происходит «раство-
рение» нефтепродуктов в воде (эмульгирование). 
Неочищенный препарат высушивали при 105°С, 
потом растворяли в воде — препарат при этом 
не терял поверхностно-активных свойств. Эк-
зополимер, который продуцировался штаммом 
Pseudomonas sp. 3, при выращивании на твердых 
средах собирался значительно тяжелее, но он 
также имеет поверхностно-активные свойства. 
Исследована способность клеток Pseudomonas 
sp. 3, Аcinetobacter sp. 1 и Rhodococcus sр. 1 к 
адгезии на гидрофобных поверхностях. Прили-
пание клеток этих организмов определяли также 
путем микроскопирования поверхностей из стек-
ла и капрона после недолговременного контакта 
с суспензией соответствующей культуры. Ре-
зультаты показали, что клеток Аcinetobacter sp. 1 
прилипло к поверхности в значительно большем 
количестве, чем клеток двух других культур.

4.	Было также интересно выяснить, связаны 
ли гидрофобные и адгезивные свойства выде-
ленных штаммов-деструкторов нефтепродуктов 
с их способностью проводить процесс удаления 
нефти с поверхности твердого тела. Результаты 
этих опытов представлены в табл. 3 и 4.

По проведенным исследованиям можно сфор-
мулировать следующие выводы:

Таблица 2
Распределение штаммов по степени 

гидрофобности
(NH4)2SO4, минимальная концентрация 

сульфата аммония, при которой 
образуются клеточные агрегаты

0,2 …. 1,4

Pseudomonas 5 …. 8,6
Аcinetobacter 8,2 …. 10,4
Arthrobacter 13 …. 13,6
Rhodococcus 42 …. 43,1
Micrococcus 56,3 …. 78,6
Arthrobacter 86,2 …. 93,4

Таблица 3
Микробное отделение нефти от речного песка

Штамм-деструктор Время отслаивания, ч
4 °С 30 °С

Pseudomonas sp. 1 28 21
Pseudomonas sp. 2 60 60
Pseudomonas sp. 3 18 14
Pseudomonas sp. 4 Не отделяет 60
Pseudomonas sp. 5 28 28
Pseudomonas sp. 6 60 28
Аcinetobacter sp. 1 3 3
Аcinetobacter sp. 2 3 5
Arthrobacter sp. 1 7 2
Arthrobacter sp. 2 10 3
Micrococcus sр. 1 Не отделяет Не отделяет
Micrococcus sр. 2 Не отделяет 60
Rhodococcus sр. 1 28 28

Flavobacterium sр. 1 Не отделяет 60

Таблица 4
Микробное отделение нефти от тефлонового 

волокна

Штамм-деструктор Время отслаивания, ч
4 °С 30 °С

Pseudomonas sp. 1 48 22
Pseudomonas sp. 2 32 32
Pseudomonas sp. 3 16 14
Pseudomonas sp. 4 Не отделяет 50
Pseudomonas sp. 5 29 32
Pseudomonas sp. 6 60 21
Аcinetobacter sp. 1 Не отделяет Не отделяет 3
Аcinetobacter sp. 2 Не отделяет 5
Arthrobacter sp. 1 17 1
Arthrobacter sp. 2 124 1
Micrococcus sр. 1 Не отделяет Не отделяет
Micrococcus sр. 2 17 60
Rhodococcus sр. 1 19 27

Flavobacterium sр. 1 Не отделяет 65

1. Интродукция в загрязненную углеводоро-
дами воду прикрепленных ассоциаций микроор-
ганизмов-деструкторов, способных минерализо-
вать алифатические, ароматические углеводоро-
ды и их производные, приводит к существенной 
интенсификации очистки воды и обеспечивает 
стабильность этого биологического процесса.

2. Опыты по микробному отделению нефте
продуктов от песка и тефлоновой поверхности 
позволили установить возможность такого рода 
деструкции и ориентировочное время обработки 
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в зависимости от температуры проведения про-
цесса очистки.

3. По показателю степени гидрофобности 
штаммы бактерий, участвующие в процессах 
разложении нефтепродуктов, можно разместить 
в такой ряд:

Pseudomonas < Аcinetobacter < Flavobacterium 
< Rhodococcus < Micrococcus < Arthrobacter.

Установление данной последовательности 
позволит более успешно подбирать соотношения 
микроорганизмов-деструкторов в пространс-
твенных селекционных сообществах микроор-
ганизмов (селекцированных биоценозах), созда-
ваемых для ведения процессов биологической 
очистки сточных вод.

На следующих этапах работы по данной теме 
планируется проведение исследований парамет-
ров биотехнологической очистки углеродсодер-
жащих производственных и ливневых сточных 
вод интенсифицированных при помощи микро-
организмов-деструкторов с учетом проведенных 
лабораторных исследований и расположения их 
в специальных пространственных селекционных 
сообществах микроорганизмов (селекцирован-
ных биозенозах) с учетом физиологических по
требностей и возможностей жизнедеятельности.
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