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Исследованы особенности роста и влияние поверхностно-активных веществ на деструктивную активность 

трёх видов углеводородокисляющих микроорганизмов. Установлено, степень ассимиляции углеводородных суб-

стратов определялась свойствами бактериального штамма и химической природой окисляемых углеводоро-

дов. Бактерии оказались малоэффективными деструкторами дизельного топлива, однако в короткие сроки 

разлагали моторное масло и сырую нефть. Добавление ПАВ стимулировало рост нефтеокисляющих бактерий 

в питательной среде и деструкцию нефти в почвенных образцах. Показана эффективность очистки загряз-

нённых нефтью различных образцов почв каждым из микроорганизмов. 

 

Key words: hydrocarbon oxidizing microorganisms, crude oil, diesel fuel, motor oil, surfactants, Dodecylsulfate Na,Tween 80,                 

Triton X-100. 

 

The features of the growth and influence of surfactants on the destructive activity of three types of hydrocarbon oxidiz-

ing microorganisms.  The degree of assimilation of hydrocarbon substrates was determined by the properties of the 

bacterial strain and the chemical nature of the oxidation of hydrocarbons. Bacteria were  ineffective destructors of die-

sel fuel, but in the short term was decomposed motor oil and crude oil. Adding surfactants stimulated the growth of oil-

oxidizing bacteria and nutrient degradation of petroleum in soil samples. The efficiency of cleaning oil-

contaminated soil samples from each variety of microorganisms. 

 

Введение 

Для эффективной очистки природных эко-

логических систем от нефтяных загрязнений всё 

чаще используют биологический метод, основанный 

на применении микроорганизмов, способных адап-

тироваться к токсическим концентрациям нефте-

продуктов, вовлекая эти продукты в свой метабо-

лизм и разлагая их до нетоксичных соединений [1]. 

Однако механизмы микробной деструкции разнооб-

разны и во многом зависят от свойств самого мик-

роорганизма, физико-химических факторов окру-

жающей среды, а также от состава нефти и нефте-

продуктов, который отличается вариабельностью и 

представляет собой смесь широкого набора индиви-

дуальных веществ. Поэтому эффективная биодест-

рукция нефти и её продуктов возможна лишь путём 

интродукции штаммов микроорганизмов с установ-

ленной активностью в отношении загрязнителя. 

Также некоторые виды микроорганизмов способны 

продуцировать растворимые внеклеточные био-

эмульгаторы. Причем, одновременное внесение с 

микроорганизмами биологических поверхностно-

активных веществ (биоПАВ) способствует не только 

эмульгированию и ускорению деструкции нефтяных 

углеводородов, но и увеличивает биодоступность 

источника углерода для микроорганизмов [2 - 4].  

Целью настоящей работы явилось изучение 

особенностей развития микробных популяций в 

синтетической среде на основе нефти и нефтепро-

дуктов и оценка влияния ПАВ на рост и деструк-

тивную активность углеводородокисляющих мик-

роорганизмов.  
 

Методика 

В работе использовались штаммы Pseudo-

monas sp. TУ10, Bacillus sp. TУ22 и Rhodococcus sp. 

из коллекции ВолГТУ, которые засевались в синте-

тическую среду М9 [4]. Из ПАВ использовались 

додецилсульфат натрия (ДСН), твин 80 (полисорбат 

80) и тритон Х-100.  

В качестве субстратов добавлялись дизель-

ное топливо, моторное масло или сырая нефть в ко-

личестве 1 %. При инокуляции почвенных образцов 

нефть добавлялась в объёме 5 %.  

Среда готовилась во флаконах емкостью 50 

мл, суточные культуры микроорганизмов засевались 

из расчета 10
8
 кл/мл. Флаконы помещались в термо-

стат при температуре 30-33 °С, периодически отби-

рая  пробы для определения содержания белка и 

концентрации микробной биомассы. Концентрация 

биомассы определялась путём высева бактерий на 

агаровые чашки с последующим подсчётом числа 

сформировавшихся колоний.  

Для оценки содержания белка использовал-

ся набор реагентов «Ольвекс Диагностикум» (Чеш-

ская Республика) для определения общего белка 

биуретовым методом,  основанным на образовании 

белком окрашенного комплекса с ионами меди в 

щелочной среде. Интенсивность окраски образую-

щихся комплексов определялась с помощью ФЭК 

марки «КФК–2–УХЛ  4.2» (Россия) при длине вол-

ны 540 нм.  

Определение углеводородокисляющей ак-

тивности бактериальных культур осуществлялось 

гравиметрически в конце экспериментов путем экс-

тракции из культуральной среды остаточного суб-

страта хлороформом [6]. Степень утилизации суб-

страта рассчитывалась по разнице исходной и ко-

нечной концентрации. 

Влияние ПАВ на рост углеводородокис-

ляющих микроорганизмов исследовалось в среде с 

мелассой. Суточные культуры бактерий засевались 

во флаконы с 50 мл жидкой питательной среды, со-
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держащей 0,5 % мелассы и 0,5 % NaCl, рН = 7,2, из 

расчета 10
8
 кл/мл. В пробирки добавлялся ДСН в 

количестве  0,2 % и 0,4 %; тритон  Х–100 и твин 80 – 

по 0,05 %, 0,1 % и 0,2 %. Контролем служила среда 

без диспергентов. Засеянные флаконы инкубирова-

лись при 30 °С в течение 48 ч, после чего определя-

лась концентрация клеток путём посева материала 

из соответствующих разведений на агаровые чашки.   

Последние помещались в термостат при 30°С, через 

2 суток подсчитывалось число сформировавшихся 

колоний и определялась концентрация жизнеспо-

собных клеток.  

Влияние ПАВ на рост микроорганизмов ис-

следовалось в синтетических средах на основе неф-

ти. Диспергенты добавлялись в среду в оптималь-

ных для каждого микроорганизма концентрациях:   

0,4 % ДСН для Pseudomonas sp. TУ 10, 0,05 % твина 

80 для Bacillus sp. TУ 22 и 0,2 % тритона Х–100 для 

Rhodococcus sp. Микроорганизмы засевались в ко-

личестве 10
8
 кл/мл во флаконы с питательной сре-

дой, содержащей детергент и нефть в количестве 1 

%.  В контрольных флаконах содержалась среда без 

детергента. Флаконы инкубировались при 30 
0
С, 

пробы отбирались через 24, 48 часов и 7 суток для 

определения концентрации клеток.  

Влияние ПАВ на углеводородокисляющую 

активность микроорганизмов в почвенных образцах 

изучалось на  искусственно загрязнённых нефтью 

почвах. Для этого использовали чернозёмную и пес-

чаную почвы, которые подсушивались при комнат-

ной температуре в течение двух суток и в количест-

ве 15 г помещались в чашки Петри. Затем добавля-

лось 5 % нефти, один из препаратов и вносились 

исследуемые штаммы микроорганизмов из расчёта 

10
8 
клеток на 1 г почвы.  В почвенные образцы, ино-

кулируемые названными штаммами, добавлялись,  

соответственно, твин 80 (0,05 %), ДСН (0,4 %) и 

тритон Х–100 (0,2 %). Контролем служила среда без 

указанных соединений. Инокулированную почву 

оставляли при комнатной температуре в течение 7 

суток, после чего определялось остаточное содер-

жание нефти путем экстракции хлороформом [6].  

Обсуждение результатов 

При культивировании бактерий в синтети-

ческой среде на основе нефти, как наиболее распро-

странённого  углеводородного поллютанта, во всех 

случаях наблюдалось увеличение концентрации 

биомассы по сравнению с контрольной средой (без 

нефти). Наиболее существенное увеличение мик-

робной биомассы отмечено  через 24-48 ч, после 

чего концентрация клеток снижалась, достигая зна-

чений, сопоставимых с контрольной средой.    

При выращивании в среде с дизельным топ-

ливом из трёх бактериальных культур лишь у 

штамма Pseudomonas sp. ТУ 10 отмечен определен-

ный рост, тогда как концентрация биомассы двух 

других микроорганизмов несколько снижалась по 

отношению к посевной дозе, оставаясь в пределах 

(1,0-4,2) • 10
6
 кл/мл на протяжении всего экспери-

мента. Во всех случаях наиболее высокая концен-

трация биомассы отмечалась спустя двое суток с 

момента инокулирования среды бактериальной 

культурой (табл. 1).  

Таблица 1 - Концентрация биомассы и содержа-

ние белка в процессе культивирования микроор-

ганизмов на различных углеводородных субстра-

тах 
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Развитие микроорганизмов сопровождалось 

биосинтезом белка, экспрессия которого наиболее 

отчетливо наблюдалась у родококков. Максималь-

ная концентрация белка при использовании указан-

ного штамма превышала аналогичные показатели в 

экспериментах с применением    двух других видов 

в 1,4 и 1,6 раза  (для Pseudomonas sp. ТУ 10 и Bacil-

lus sp. ТУ 22),  соответственно.  

Следует отметить, что наиболее интенсив-

ный биосинтез белка зарегистрирован у двухсуточ-

ных культур, т.е. происходил одновременно с рос-

том микробных популяций.  

При посеве культур бактерий в среду, со-

держащую моторное масло, происходило снижение 
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концентрации клеток каждого из трёх микроорга-

низмов, особенно заметное к концу экспериментов.  

Микроорганизмы по-разному ассимилиро-

вали углеводородные субстраты. В результате про-

ведения экспериментов отмечено, что исследуемые 

культуры микроорганизмов обладали слабо выра-

женной активностью в отношении дизельного топ-

лива, утилизируя названное углеводородное сырье 

не более чем на 2,6 %. 

Наименьшую активность проявляли псев-

домонады, более высокие показатели отмечены у 

представителя рода Bacillus. Родококки в этом от-

ношении занимали промежуточное положение. Сте-

пень ассимиляции дизельного топлива составила 0,6 

%; 2,6 %; 2,3 % соответственно, хотя в литературе 

имеются данные о высокой активности некоторых 

культур к этому субстрату [7].  

Вместе с тем, все бактериальные культуры 

эффективно ассимилировали моторное масло. Родо-

кокковые микроорганизмы за короткий период ис-

пользовали в качестве единственного источника 

углерода и энергии примерно половину из внесен-

ного в культуральную среду субстрата (50,1 %), а 

степень утилизации моторного масла двумя другими 

видами бактерий приближалась к 80 %.   

Результаты исследований влияния ПАВ на 

рост углеводородокисляющих микроорганизмов в 

углеводной среде с мелассой, представлены на гис-

тограммах, приведенных на рисунках 1-3.  

 

Рис. 1 - Влияние различных концентраций дис-

пергирующих веществ на рост микроорганизмов 

в углеводной среде с мелассой  тритона Х-100 
 

 

Рис. 2 - Влияние различных концентраций дис-

пергирующих веществ на рост микроорганизмов 

в углеводной среде с мелассой додецилсульфата 

натрия 

Как видно из представленных рисунков 1-3, 

ПАВ по-разному влияли на развитие бактериальных 

штаммов. Тритон Х-100 проявлял стимулирующее 

действие в отношении всех исследуемых видов 

микроорганизмов, тогда как остальные соединения 

стимулировали рост лишь двух из исследованных 

бактериальных культур (рис. 1). Добавка в пита-

тельную среду тритона Х-100 в количестве 0,05-0,2 

% повышала урожайность биомассы в 1,1-2,5 раза. 

Проведенными экспериментами определено, что 

оптимальная концентрация препарата составила 

0,2%.  Добавление ДСН позитивно сказывалось на 

развитии Bacillus sp. TУ 22 и Pseudomonas sp. TУ 10 

(рис. 2). При этом урожайность биомассы двух ви-

дов бактерий увеличивалась с повышением концен-

трации препарата в питательной среде. Наиболее 

высокие показатели отмечены при содержании де-

тергента в количестве 0,4 %. В этих случаях концен-

трация биомассы Pseudomonas sp. TУ 10 и Bacillus 

sp. TУ 22 возрастала по сравнению с контрольной 

средой, соответственно, в 3 и 5,4 раза. Размножение 

родококков снижалось с увеличением концентрации 

названного реагента. Подобное  воздействие анион-

ноактивных ПАВ на другие грамположительные 

бактерии зависело от химического строения и уси-

ливалось с увеличением числа углеродных атомов и 

при снижении рН среды [8].  

 

Рис. 3 - Влияние различных концентраций дис-

пергирующих веществ на рост микроорганизмов 

в углеводной среде с мелассой твина 80 

 

Твин 80 благоприятно влиял на размноже-

ние родококков и бацилл, но не псевдомонад. Из 

трёх испытуемых препаратов он обладал наиболее 

эффективным действием, которое особенно прояв-

лялось по отношению к Bacillus sp. ТУ 22 и  в мень-

шей степени  - к родококкам (рис. 3). Урожайность 

биомассы в этих случаях увеличивалась в 8 и в 1,3 

раза соответственно. Оптимальные концентрации 

твина составляли 0,05-0,1 %. На рост псевдомонад 

препарат в указанных концентрациях оказывал не-

гативное воздействие, что сопровождалось сниже-

нием биомассы на 11,3-55,0 %. Между тем известно, 

что неионогенные ПАВ, включая твины, как прави-

ло, обладают слабым антимикробным действием, а 

некоторые из них и вовсе не активны. Токсическое 

действие неионогенных ПАВ определяется, главным 

образом,  неполярной частью молекулы и более вы-

ражено при наличии в молекуле ароматического 

кольца [9].   
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Результаты исследования роста микробных 

популяций в синтетической среде с нефтью и детер-

гентами представлены на рисунке 4.  

 
Рис. 4 - Влияние диспергирующих веществ на 

рост микроорганизмов в синтетической среде на 

основе нефти: 

- рост Pseudomonas sp. ТУ 10 в среде с ДСН 

- контроль Pseudomonas sp. ТУ 10 

- рост Rhodococcus sp. в среде с тритоном Х-

100 

- контроль Rhodococcus sp. 

- рост Bacillus sp. TУ 22 в среде с твином 80 

- контроль Bacillus sp. TУ 22 

 

Таким образом, исследуемые микроорга-

низмы оказались способными расти на всех иссле-

дуемых углеводородных субстратах. Наиболее ин-

тенсивный рост наблюдался у двухсуточных куль-

тур и сопровождался биосинтезом бактериальными 

клетками белковых молекул. Микроорганизмы по-

разному ассимилировали углеводородные субстраты 

и эта способность определялась, как свойствами 

самого бактериального штамма, так и химической 

природой окисляемых углеводородов. Бактерии ока-

зались малоэффективными деструкторами  дизель-

ного топлива, однако, каждый из них в короткие 

сроки проявлял высокую деструктивную активность 

в отношении моторного масла и нефти. Добавление 

ПАВ оказывает стимулирующее действие на рост 

нефтеокисляющих бактерий и положительно сказы-

валось на деструкции нефти в почвенных образцах. 

Эффективность процессов роста и деструкции угле-

водородов каждым из микроорганизмов зависела от 

химической природы и концентрации испытуемого 

детергента. Степень очистки почвенных образцов 

исследуемыми штаммами в присутствии детерген-

тов заметно возрастала, при этом очистка от нефти 

песчаной почвы оказалась выше, чем чернозёмной.      

Добавление детергентов в синтетическую 

углеводородную среду во всех случаях приводило к 

увеличению концентрации бактериальной суспензии 

по сравнению со средой контрольной.  Особенно 

названное обстоятельство было заметно  через 24-48 

ч  с момента посева бактерий, когда увеличение 

биомассы родококков и псевдомонад приближалось, 

а бацилл двукратно превышало  соответствующие 

показатели для контрольной среды. Последующее 

культивирование бактерий до 7 суток не приводило 

к росту бактерий, а в отдельных случаях 

(Rhodococcus sp.) концентрация клеток заметно 

снижалась, хотя оставалась более чем на порядок 

выше посевной дозы.   

Добавление в почву ПАВ (с целью изучения 

их влияния на углеводородокисляющую активность 

микроорганизмов), положительно сказывалось на 

деструкции нефти всеми исследуемыми микроорга-

низмами. Интенсивность ассимиляции субстратов в 

почвах, содержащих детергенты, увеличивалась от 

22 до 81 %. Очистка почвенных образцов штаммом 

Pseudomonas sp. ТУ 10 при  добавлении ДСН увели-

чивалась в 1,2 раза, деструктивная активность Bacil-

lus sp. TУ 22 в присутствии твина 80 возрастала в 1,4 

раза,  а в образцах почв с  тритоном Х-100 степень 

очистки Rhodococcus sp. в 1,8 раз превышала тако-

вой показатель для контрольных образцов.  
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