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РЕФЕРАТ 

Выпускная квалификационная работа по теме «Характеристика и 

биоремедиационный потенциал бактерий, выделенных из нефтезагрязненных 

почв» содержит 43 страниц текстового документа, 18 иллюстраций, 5 таблиц, 

41 использованных источников, 18 листов графического материала.  

Ключевые слова: биоремедиация, фитотоксичность, 

нефтедеструкторы, очистка почвы, углеводородокисляющие бактерии.  

Актуальность разработки и совершенствования способов безопасных 

методов реабилитации почв обусловлена высоким вкладом нефти и 

нефтепродуктов в загрязнение биосферы. Микробная реабилитация является 

наиболее перспективным методом очистки различных биотопов, 

загрязнённых нефтью или нефтепродуктами, поэтому целью работы была 

поставлена оценка возможности использования аборигенных штаммов 

бактерий, устойчивых к высоким концентрациям нефти, для снижения 

фитотоксичности почвы, загрязненной нефтью и нефтепродуктами. В задачи 

исследования входило: выделить доминирующие микроорганизмы из почвы, 

загрязненной нефтью, и идентифицировать их; оценить фитотоксичность 

почвы, загрязненной нефтепродуктами, методом проращивания тестовых 

культур растений кукурузы; оценить влияние выделенных штаммов бактерий 

на прорастание семян и почвенную микрофлору; выявить наиболее 

эффективные штаммы бактерий для снижения фитотоксичности почвы. 

В результате работы из садовой почвы с высоким уровнем загрязнения 

сырой нефтью (16 вес.%) были выделены и охарактеризованы 4 штамма 

бактерий, имеющие потенциал для очистки почв загрязненных нефтью и 

дизельным топливом. Выделенные штаммы не снижали общую численность 

бактерий в почвенных образцах, однако проявляли слабое угнетающее 

действие на прорастание семян кукурузы. Было показано, что при обработке 

загрязненной почвы бактериальными суспензиями фитотоксичность почвы 

снижается в течение 14 суток.   
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ВВЕДЕНИЕ 

Ежегодно в мире наблюдается увеличение объемов добычи и 

переработки нефти. Это явление обостряет вопросы, связанные с негативным 

влиянием нефтепродуктов на почвенные и водные экосистемы. Попадание 

нефти в почвенные массы приводит к изменениям в их химическом составе, 

свойствах и структуре. Угнетаются способности почвы к самоочищению, 

проявляются негативные изменения в процессах почвенных биоценозов [1]. 

Самыми перспективными и безопасными методами очищения почвы от 

загрязнения является методы биоремедиации. В частности, микробная 

реабилитация чаще всего применяется для борьбы с нефтяными 

загрязнениями. Данный метод основывается на способности некоторых 

видов микроорганизмов трансформировать токсичные и сложно 

утилизируемые соединения, такие как углеводороды нефти, и использовать 

их в качестве субстратов для роста [2, 3].  

Создание и использование биологических препаратов, основанных на 

действии углеводородокисляющих бактерий, остается одним из 

эффективных способов биоремедиации. Актуальность разработки и 

совершенствования способов безопасных методов реабилитации почв с 

помощью микроорганизмов обусловлена высоким вкладом нефти и 

нефтепродуктов в загрязнение биосферы. 

В связи с этим цель данной работы – оценка возможности 

использования аборигенных штаммов бактерий, устойчивых к высоким 

концентрациям нефти, для снижения фитотоксичности почвы, загрязненной 

нефтью и нефтепродуктами. 

Для реализации заданной цели были поставлены следующие задачи: 

1. Выделить доминирующие микроорганизмы из почвы, загрязненной 

нефтью, и идентифицировать их.  

2. Оценить фитотоксичность почвы, загрязненной нефтепродуктами, 

методом проращивания тестовых культур растений кукурузы. 
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3. Оценить влияние выделенных штаммов бактерий на прорастание 

семян и почвенную микрофлору. 

4. Выявить наиболее эффективные штаммы бактерий для снижения 

фитотоксичности почвы.  

Работа выполнялась на базовой кафедре биотехнологии ИФБиБТ. 
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Глава 1. Обзор литературы 

1.1 Источники загрязнения нефтепродуктами и их влияние на 

экосистемы 

Нефтяная промышленность является одной из самых землеемких и 

загрязняющих отраслей промышленности. По существующей классификации 

степень загрязнения окружающей среды входит в десятку самых опасных для 

окружающей среды [4]. Аварии на различных предприятиях 

нефтехимической и нефтеперерабатывающей промышленности, 

газообразные и сточные выбросы промышленных предприятий, работа 

автотранспорта, разливы нефтяных продуктов в процессе добычи и 

транспортировки – все это приводит к тому, что в окружающую среду 

попадает огромное количество загрязнителя. Разные источники утверждают, 

что ежегодно от 5 до 100 млн тонн нефти попадают в Мировой Океан [5]. 

Вследствие чего различные биотопы подвергаются токсичному действию 

легкой фракции нефти, а также происходит ряд других воздействий, которые 

меняют физико-химические свойства экосистемы [6]. 

Почва, подвергшаяся загрязнению, отличается черно-, серо-

коричневым оттенком верхнего профиля и темно-бурым оттенком нижнего 

профиля. Увеличивается количество различных примазок, ржавых пятен, Fn-

Mn-пленок, также усиливается оглеение и сегрегация железа. Почва, 

насыщенная нефтью, теряет свойство задерживать влагу и воздух, что ведет к 

потере агрономической ценности, поскольку в почве резко падает количество 

элементов минерального питания и растения, находясь в экстренных 

условиях, погибают, а их семена подвергаются полному или частичному 

ингибированию. Однако нужно отметить, что все зависит от уровня 

загрязнения, фракционного состава нефти и от типа самой почвы. Растения 

могут переносить некоторую степень загрязнения без особых потерь, если 
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физико-химические свойства почвенного субстрата незначительно 

изменились [7]. 

Микроорганизмы также по-разному реагируют на содержание 

углеводородов в почве. Чувствительные к нефти микроорганизмы погибают, 

а резистентные формы активно развиваются, давая скачок в количестве. В 

большей степени положительно на нефтезагрязнение реагируют 

актиномицеты, далее идут аммонифицирующие бактерии и некоторые грибы, 

отрицательно же реагируют микроорганизмы, усваивающие азотсодержащие 

соединения. При загрязнении нефтью на микроорганизмы также влияет 

изменение окислительно-восстановительных условий среды, поскольку часто 

наблюдается возрастание факультативно-анаэробных форм бактерий [8, 9].  

Нефтезагрязнение наносит урон по всем цепям экосистемы, вследствие 

чего многие животные остаются без пищи, воды и своего привычного места 

обитания. Через зараженные организмы негативный эффект может дойти и 

до человека, поэтому следует ответственно относиться к восстановлению 

различных биотопов от загрязнения и не допускать новых аварий и разливов 

[10]. 

1.2 Характеристика и состав нефти и нефтепродуктов 

Нефть — это любое неполярное химическое вещество, которое состоит 

в основном из углеводородов и является как гидрофобным (не смешивается с 

водой), так и липофильным (смешивается с другими маслами). Сырая нефть 

может быть переработана в широкий спектр нефтепродуктов, поскольку 

имеет очень разнообразный состав. 

Состав нефти можно рассматривать с трех аспектов: фракции, 

элементный и химический групповой составы [11]. 

Под действием давления и температуры из нефти могут испаряться 

различные углеводороды. Следовательно, фракция – это группа 
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углеводородов, испаряющаяся в определенном интервале температур [11, 

12]. Подробное описание фракций нефти представлено в Таблице 1. 

Таблица 1. Характеристика фракций нефти 

Тип Фракция Интервал 

температур 

кипения (˚С) 

Количество атомов 

углерода 

Газ Нефтяной газ  C1–C4 

Легкая нефть 

Бензин 30-180 С5–С10 

Керосин 180-280 C10–C16 

Дизельное топливо 280-350 C17–C20 

Тяжелая нефть 

Смазочное масло 

350–500 

C18–C30 

Вазелин C20–C30 

Парафин C30–C40 

Мазут >500 >C40 

 

Элементный состав нефти, особенно примесей, варьируется в широких 

пределах. В нефти присутствует более 50 химических элементов, однако 

наиболее распространены углерод и водород [11,13]. В следующей таблице 

показан элементный состав нефти:  

Таблица 2. Элементный состав нефти [14] 

Элементы Процентный диапазон, вес. % 

Углерод 83–87  

Водород 11,5–14  

Сера 0,01–6  

Азот 0,001–1,8  

Кислород 0,005–0,35    

Ванадий 10
–5

–10
−2

 

Никель 10
–4

–10
−3

 

Хлор от следов до 2×10
−2
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Нефть и различные нефтепродукты являются сложными, 

многокомпонетными смесями. В их состав входят углеводороды различного 

строения, смолистые асфальтены с высокой молекулярной массой, а также 

различные промеси. Некоторые соединения, входящие в состав нефти и 

нефтепродуктов, описаны и представлены ниже [15]. 

  

 

Рисунок 1. Соединения, входящие в состав нефти 
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Парафины, или n-алканы, с общей формулой CnH2n+2. Для n = 1–4 это 

газы, от n = 5 до 15 жидкости и выше этого твердые вещества (парафиновые 

воски). Их количество зависит от месторождения нефти и составляет от 25 до 

30%. 

Нафтены (циклоалканы) с общей формулой CnH2n образуют 

насыщенные кольцевые соединения, в которых n равно 5, 6 или 7. 

Циклопентан и циклогексан являются распространенными компонентами 

сырой нефти, часто в метильной форме (вместе 2% или более от средней 

сырой нефти). Содержание циклоалканов в различных нефтепродуктах 

составляет 25–75%.  

Ароматические соединения (арены), как правило, второстепенная 

группа углеводородов, которые содержат по меньшей мере одно бензольное 

кольцо (C6H6), в котором все атомы углерода имеют общую четвертую связь. 

Их называют недонасыщенными, потому что они вступают в реакцию с 

добавлением водорода или других элементов к своим кольцам. Содержание 

ароматических соединений в нефти зависит от её месторождения, однако 

обычно оно находится в пределах 5–25 % [15, 16]. 

На ряду с вышеперечисленными углеводородами в состав нефти могут 

входить асфальтены и зольная часть. Асфальтены – это нелетучие 

компоненты нефти, химические свойства которых до сих пор плохо изучены, 

однако состоят они в основном из углерода, водорода, азота, кислорода и 

серы, а также следовых количеств ванадия и никеля. Их содержание в нефти 

не превышает 6%. Зольная часть состоит из минеральных соединений железа, 

никеля, ванадия, которые остаются после сгорания нефти. Ванадий образует 

комплексные связи с ароматическими соединениями, входящими в состав 

нефти, а никель чаще всего концентрируется в виде порфириновых 

комплексов в смолах [15, 16].  
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1.3. Механизмы окисление углеводородов микроорганизмами  

Углеводороды – это группа химически устойчивых органических 

веществ. Однако, несмотря на это, некоторые микроорганизмы способны 

использовать их как органический субстрат. Важнейшими источниками 

углеводородов считаются природный и попутный газ, сырая нефть и уголь. 

Их практическое использование в качестве топлива основано на их 

способности выделять энергию при сгорании. Кроме того, природные 

источники углеводородов считаются ценным сырьем для различных отраслей 

промышленности [17]. 

В основном бактерии осуществляют аэробное разложение 

углеводородов с использованием метаболизма, стимулируемого оксигеназой 

(включающего ферменты монооксигеназы и диоксигеназы) [18]. 

1. Механизм расщепления с участием диоксигеназы. Данный фермент 

воздействует на концевой атом n-алкана с образованием гидропероксида, 

который далее восстанавливается до первичного спирта: 

R-CH3 + O2         R-CH2OОH + НАДФН       R-CH2OH + НАДФ
+ 

+ H2O  

2. Механизм расщепления с участием мооксигеназы, окисляющей 

концевой атом n-алкана: 

R-CH3 + O2 + НАДФ               R-CH2OH + НАДФ
+ 

+ H2O                         

3. Механизм окисления алкана по С2-атому с помощью 

монооксигеназы, в результате которого образуется вторичный спирт (R – 

CHOH – R') [18].  

Последующие преобразования образовавшихся спиртов могут 

происходить различными путями. Первичные спирты окисляются до жирных 

кислот, которые затем подвергаются β-окислению с образованием ацетил-

КоА, являющегося частью цикла трикарбоновых кислот. Вторичные спирты 

окисляются до кетонов, которые затем преобразуются в ацетат и первичный 

спирт [19]. 
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Разложение ароматических углеводородов начинается с расщепления 

их до прокатеховой кислоты или же до катехола [20]. После этого данные 

промежуточные продукты расщепляются под действием диоксигеназ 1-го 

или 2-го типа.  

1. Диоксигеназы 1-го типа разрушают ароматическое кольцо между 

двумя гидроксилированными атомами углерода (рис.2). 

 

Рисунок 2. Орто - расщепление 

После этого промежуточные продукты превращаются в 3-

оксоадипиновая кислоту, которая активируется КоА-трансферазой и 

расщепляется с образованием сукцинил-КоА и ацетил-КоА. 

2. Диоксигеназы 2-го типа расщепляют ароматические кольца между 

гидроксилированными и негидроксилированными атомами углерода 

(рис. 3). 
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Рисунок 3. Мета - расщепление 

При этом расщеплении образуются полуальдегиды, которые в 

дальнейшем превращаются в различные вещества, участвующие в 

промежуточном обмене. 

В целом, скорость биодеградации углеводородов уменьшается в ряду 

алканы —> ароматические углеводороды —> циклопарафины. 

Микроорганизмы, которые могут использовать углеводороды, как субстрат, 

распространены практически во всех биотопах. Они имеют большое 

практическое значение в биотехнологии, особенно в сфере биоремедиации 

почвы и воды от загрязнения нефтью и продуктами ее переработки [21]. 

Процесс окисления углеводородов микроорганизмами все еще изучен 

недостаточно. Основная сложность заключается в том, что на этот механизм 

влияет большое количество факторов: температура, освещение, кислотность 

среды, окислительно – восстановительные условия и так далее. К этому стоит 

добавить особенности самих микроорганизмов, которые отражают их 

специфичность по отношению к определенным углеводородам [22]. 
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1.4 Современные методы борьбы с нефтяными загрязнениями 

В настоящее время методы очистки загрязненной нефтью почвы 

довольно разнообразны. 

Физические методы включают в себя способы газофазной экстракции, 

электротехнические способы, метод сжигания грунта и метод с 

использованием ультразвука. Фазовое извлечение газа является 

разновидностью технологии восстановления почвы на месте. Это уменьшает 

содержание нефтяных загрязнений в почве, испаряя высокую концентрацию 

летучих загрязнителей в почве. Отрицательное давление, создаваемое 

вакуумным насосом, пропускает газ через загрязненные поры почвы, 

адсорбирует летучие органические соединения в ненасыщенных областях 

подземного грунта и собирает их на земле для обработки [23].  

Электротехническая ремедиация представляет собой процесс 

погружения электрода в загрязненную почву, далее заряженные ионы и 

твердые частицы в порах почвы подвергаются направленному 

миграционному движению в направлении электрического поля после 

приложения постоянного тока. По сравнению с другими технологиями 

восстановления почвы, этот обладает преимуществами высокой 

экономической эффективности, защиты экологической среды и 

безопасности. Основным недостатком является то, что неполярные 

органические загрязнители, не имеющие заряда, не могут быть эффективно 

удалены [23]. 

Эффективным методом очистки почвы от нефтепродуктов является 

метод с использованием ультразвука. Такое воздействие помогает ослабить 

взаимосвязь между частицами нефти или нефтепродуктов и частицами 

почвы. Таким образом, повышается доступность нефти или нефтепродуктов 

для микроорганизмов. Это приводит к тому, что процессы окисления и 

деструкции углеводородов микроорганизмами ускоряются [24]. 
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Еще одним физическим методом является непосредственное сжигание 

нефтепродуктов. При использовании этого метода механически сжигаются 

загрязняющие вещества с поверхности почвы. Данный метод достаточно 

эффективен, однако имеет много негативных последствий. Например, 

повторное загрязнение почв продуктами неполного сгорания углеводородов, 

уничтожение растений и различных органических компонентов почвы. 

Поэтому метод сжигания применяют очень редко. Обычно, когда возникает 

серьезная угроза окружающей среде в результате крупных разливов нефти 

[24]. 

Химические методы довольно разнообразны. Однако все они могут 

нанести ущерб, поскольку добавление поверхностно-активного вещества 

разрушает почвенную микроэкологию. Например, метод выщелачивания. Он 

заключается в элюировании загрязняющих веществ в почве жидкостью или 

промывке органических загрязнителей в почве поверхностно-активным 

веществом. ПАВ зачастую являются сильнодействующими веществами, 

поэтому химические методы следует с чем-то сочетать [25].  

Методы биоремедиации на данный момент считаются самыми 

перспективными и безопасными. Разрабатываемые и применяемые 

технологии биологической очистки основаны на использовании моно- или 

поликультур микроорганизмов [26]. Биоремедиацию, в зависимости от типа 

препарата и источника микроорганизмов, можно разделить на метод 

естественного ослабления, метод биологической стимуляции, метод 

биологического усиления и метод ферментативной реакции. Положительные 

и отрицательные черты всех перечисленных методов можно посмотреть в 

Таблице 3. 
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Таблица 3. Методы биоремедиации нефтезагрязненной почвы [23] 

Метод Составляющие Плюсы Минусы 

Естественное 

ослабление 

Простейшие или 

микроорганизмы в 

почве 

В естественной среде 

не 

нужно использовать 

рабочую силу, 

материальные 

ресурсы, 

финансовые ресурсы 

Разлагаемость слабая, 

она 

занимает много 

времени, а 

эффективность 

восстановления не 

может 

быть гарантирована 

Биологическая 

стимуляция 

Нативные 

микроорганизмы 

Не влияет на 

физические и 

химические 

свойства, легко 

работать 

Тугоплавкие 

нефтяные 

углеводороды все еще 

существуют и не 

могут 

гарантировать 

эффективность 

очищения и 

безопасность в 

процессе 

восстановления 

Биофортификация Скрининг 

высокоэффективной 

разлагающей бактерии 

или 

разнообразной 

микробной 

флоры 

Быстрая и 

тщательная 

деградация 

загрязняющих 

веществ, отсутствие 

вторичного 

загрязнения 

окружающей среды 

Ограниченное 

воздействие 

микроорганизмов из-

за их 

физических, 

химических и 

биологических 

свойств 

Ферментативная 

реакция 

Извлеченные из 

микроорганизмов 

вещества 

Расширить условия 

реакции и ускорить 

скорость и 

эффективность 

разложения 

Операция сложная, и 

текущие 

экспериментальные 

исследования 

нуждаются в 

доработке 

 

Все биологические методы очистки основаны на возможности 

микроорганизмов использовать углеводороды в качестве единственного 

источника углерода. Такой механизм дает возможность снизить уровень 

загрязнения практически до фоновых значений (данные значения 

определяются отдельно для каждой местности) при небольших затратах. В 

таких случаях, предполагается не только стимулирование аборигенной 

микробиоты почвы, но также использование активных биопрепаратов на 

основе микроорганизмов – деструкторов нефти [27, 28]. 
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1.5. Характеристика углеводородокисляющих бактерий 

Одной из важнейших задач, решение которой приведет к повышению 

эффективности биоремедиации, является поиск углеводородокисляющих 

микроорганизмов.  На данный момент описано огромное количество 

углеводородокисляющих микроорганизмов. Наиболее известные рода 

нефтедеструкторов: Brevibacterium, Rhodococcus, Pseudomonas, Arthrobacter, 

Mycobacterium, Bacillus, Nocardia, Achromobacter, Micrococcus, 

Microbacterium, Corynebacterium и др. [29]  

Из этих родов наиболее активны в деструкции нефти следующие рода: 

Rhodococcus, Micobacterium, Pseudomonas, Acinetobacter, Arthrobacter, и др. 

[30,31].  

Отмечается, что грамположительные нокардиоформные бактерии, а 

также грамотрицательные бактерии родов Pseudomonas, Acinetobacter играют 

наиболее важную роль в разрушении нефтяных углеводородов в 

загрязненных экосистемах [31, 32].  

Описание и идентификация бактерий выполняется благодаря изучению 

комплекса морфологических, культуральных, биохимических и иных 

параметров данной культуры, что позволяет определить ее тождественность 

типичным представителям, определенного вида микроорганизмов. Примером 

таких исследований является окраска по Граму и оценка роста изучаемых 

микроорганизмов на различных твердых и жидких питательных средах. Для 

проведения таких анализов, как правило, нужно иметь чистую культуру 

бактерий, так как наличие сторонних микробов может привести к 

недостоверным результатам. Так же следует, в частности, определить 

перечень субстратов, используемых в качестве источников углерода, азота и 

серы. Дополнительно провести анализы, позволяющие определить наличие 

тех или иных ферментов и биосуфрактантов у изучаемых микроорганизмов.  

В отношении переработки углеводородов микроорганизмами большое 

значение имеют ферменты и биосуфрактанты, которые вырабатываются 
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бактериями. Чаще всего возможность расщепления углеводородов связывают 

с ферментами оксиредуктазами, в частности, с деоксигеназами [19, 33]. 

Про механизмы расщепления углеводородов при помощи ферментов 

говорилось выше, поэтому стоит подробнее остановится на биосуфрактантах. 

Биосурфактанты относятся к поверхностно-активным веществам микробного 

происхождения [34]. Большинство биосурфактантов, продуцируемых 

микробами, синтезируются внеклеточно, и известно, что многие микробы 

продуцируют биосурфактанты в достаточно больших количествах. К числу 

особо важных биосуфрактантов относятся гликолипиды, липопептиды и 

липопротеины, а также полимерные поверхностно-активные вещества. 

Механизм действия данных веществ при ликвидации разливов нефти 

заключается в том, что они усиливают эмульгирование углеводородов. Таким 

образом, они обладают способностью растворять углеводородные 

загрязнители и повышать их доступность для микробиологического 

разложения [35]. Эти соединения также могут быть использованы для 

повышения нефтеотдачи пластов, чтобы увеличить эффективность 

биоремедиации. 

По некоторым данным около 0,1% от общей численности микрофлоры 

в биоценозах приходится на микроорганизмы – нефтедеструкторы. Как 

правило, их численность резко повышается, когда нефти и нефтепродукты 

попадают на поверхность земли или водной поверхности, а также в 

грунтовые воды [36].  
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Глава 2. Объекты и методы исследования 

2.1 Объекты исследования 

Объектом исследования в настоящей работе были 

углеводородокисляющие бактерии, выделенные из садовой почвы с уровнем 

загрязнения сырой нефтью в концентрации 16 вес.%.  

2.2 Методы исследования 

2.2.1 Выделение и идентификация микроорганизмов 

Для выделения и идентификации бактерий изначально получали 

чистые культуры. Для этого подготовили десятикратные разведения 

нефтезагрязненной почвы (до 10
–6

), далее из каждого разведения 

производили посев на чашки Петри с питательным агаром (Nutrient agar, 

HiMedia). Чашки инкубировали в течение 7 суток при 30 
○
C, затем 

анализировали полученные изолированные колонии, отбирали 

доминирующие морфотипы, которые пересевали в пробирки на скошенный 

питательный агар и инкубировали в течение 7 суток при температуре 30 
○
C. 

Исследование культуральных, морфологических и физиолого-

биохимических свойств микроорганизмов проводилось стандартными 

методами [37].  

При идентификации бактериальных изолятов определяли морфотипы 

колоний на агаре, морфологию вегетативных клеток, подвижность, окраску 

по Граму, оксидазную, амилазную, каталазную и протеиназную активность, а 

также образование кислоты из глюкозы, лактозы, сахарозы, мальтозы и 

маннита. 

Грампринадлежность изучаемых изолятов определяли экспресс-

методом Грезерсона. Для этого бактерий перемещали бактериологической 

петлей в каплю 3%-го раствора КОН на предметное стекло, размешивали и 

резко поднимали петлю. Суспензия грамотрицательных бактерий 
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становилась вязкой и тянулась за петлей. Грамположительные бактерии не 

реагировали в капле щелочи.  

При определении протеолитическиой активности изоляты высевали на 

мясопептонную желатину (МПЖ). К 100 мл мясопептонного бульона (МПБ) 

добавляли 15 г желатины, оставляли на 15 минут, чтобы она набухла. После 

этого проводили нагрев на водяной бане до растворения желатины и 

разливали в пробирки по 10 мл. Стерилизовали при температуре 121ºС 15 

минут. Посев проводили уколом. Культивировали 7 суток при комнатной 

температуре. Разжижение желатины отмечали визуально.  

 

Рисунок 4. Определение протеазной активности  

Для выявления амилолитической активности использовали среду 

следующего состава (г/л): пептон – 10.0; КН2РО4 – 5.0; растворимый крахмал 

- 2.0; агар – 15.0; рН среды 6,8–7.0. Среду стерилизовали при температуре 

121ºС 30 минут и разливали в стерильные чашки Петри. Микроорганизмы 

высевали штрихом. Чашки культивировали 7 суток, при температуре 30ºС. 

Гидролиз крахмала смотрели после обработки поверхности агара раствором 

Люголя. Для этого в чашки Петри наливали раствора Люголя, после чего 

среда окрашивалась в синий цвет, а зоны гидролиза крахмала приобретали 

красно-бурую окраску.  
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При изучении физико-химических свойств изолятов определяли их 

каталазную активность. Бактериальные клетки переносили на предметное 

стекло с помощью бактериологической петли. Добавляли несколько капель 

3% раствора перекиси водорода. Появление пузырьков газа 

свидетельствовало о положительной реакции. В отрицательной реакции 

газовыделения не происходило.  

Так же определяли оксидазную активность микроорганизмов с 

использование тест – полосок окситест (MIKRO-LA-TEST).  

 

Рисунок 5. Тест на оксидазную активность 

 

Универсальные среды Гисса использовались для обнаружения 

сахаролитических ферментов в бактериях. Состав сред следующий: 

панкреатический гидролизат кильки, индикатор и различные углеводы 

(глюкоза, сахароза, лактоза, мальтоза, манит). 15 гр. среды перемешали в 

1000 мл дистиллированной воды, нагрели до полного растворения и затем 

разлили в стерильные пробирки. Внесли в пробирки микроорганизмы и 

культивировали в течение 7 дней. Появление окраски и газа отмечали 

визуально.  
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Рисунок 6. Тест на сахаролитические ферменты  

Видовую принадлежность изолятов устанавливали сотрудники 

Красноярского краевого клинического центра охраны материнства и детства 

при помощи метода времяпролетной масс-спектрометрии (MALDI TOF) с 

использованием масс-спектрометра Microflex («BrukerDaltonics», Германия).  

2.2.2 Оценка фитотоксичности загрязненной почвы методом 

проращивания тестовых культур растений 

Для оценки фитотоксичности загрязненной почвы после обработки 

суспензиями выделенных микроорганизмов использовали метод 

проращивания тестовых культур растений [39]. Для этого серую лесную 

почву смешивали с грунтом «Агрикола» универсальный (состав: верховой 

фрезерный торф, мука известковая, азот 200 мг/л, фосфор 100 мг/л, калий 300 

мг/л, микроэлементы: магний, железо, бор, марганец, цинк, медь, молибден.) 

в соотношении 3:1 для придания рыхлой структуры. Далее в почву вносили 

нефть или дизельное топливо до 6% загрязнения (24 мл на 400 г почвы). 

Загрязненную почву распределяли в пластмассовые контейнеры. Вслед за 

этим в каждую навеску почвы добавляли по 5 мл водной суспензии 

соответствующего вида бактерий (оптическая плотность 0,5 по 

МакФарланду) в концентрации 510
8
 КОЕ на 400г почвы. Спустя 7 или 14 
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суток сеяли кукурузу сорта Ранняя лакомка сахарная 121. В качестве 

отрицательного контроля семена засевали в незагрязненную почву. В 

положительном контроле в почву вносили только загрязнитель. В течение 

эксперимента отмечали прорастание семян в динамике. Замер биомассы и 

длины ростков производили через 14 дней после посева.  

2.2.3 Оценка действия выделенных микроорганизмов на прорастание 

семян кукурузы 

Опыт закладывали в чашках Петри, в каждую из которых была 

добавлена определенная суспензия микроорганизмов и семена кукурузы. В 

качестве контроля использовали воду. Крышки и дно чашек выстилали 

фильтровальной бумагой. Далее в каждую чашку Петри помещали по 10 

семян кукурузы и заливали водой или суспензиями бактерий. 

Закрытые чашки Петри помещали в термостат при температуре 20-25 

°С. Через 5 суток подсчитывали количество проросших семян кукурузы.  

2.2.4 Оценка действия выделенных микроорганизмов на микрофлору 

нефтезагрязненной почвы 

Микробиологический анализ почвы, в которой выращивались тестовые 

растения кукурузы (см. пункт 2.2.2), проводили через 14 суток после высева 

семян. Общую численность бактерий определяли при высеве разведений 

почвенных суспензий (до 10
–6

) на чашки Петри с питательным агаром. Чашки 

инкубировали в течение 5 дней в термостате при 30 °С. Далее производили 

подсчет колоний на питательном агаре и высчитывали общее микробное 

число ОМЧ (КОЕ в 1 г почвы) по формуле:  

ОМЧ = (N ∙ K) / (V ∙ M), где 

N – среднее количество колоний на чашке; K – коэффициент разведения;  

V – объем засеянной суспензии; M – масса образца почвы. 
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Глава 3. Результаты исследования 

3.1 Идентификация и описание выделенных изолятов 

3.2 Оценка биоремедиационого потенциала микроорганизмов при 

очистке почвы, загрязненной нефтью 

3.3 Оценка биоремедиационого потенциала микроорганизмов при 

очистке почвы, загрязненной дизельным топливом 

3.4 Оценка действия выделенных микроорганизмов на почвенную 

микрофлору 

Изъято 13 страниц.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В ходе проведенных экспериментов были получены следующие 

выводы: 

1) Из почвы, загрязненной нефтью в концентрации 16 вес. %, было 

выделено и идентифицировано 4 изолята микроорганизмов, 

относящихся к видам: Bacillus cereus, Microbacterium 

hydrocarbonoxydans, Micrococcus roseus и Rhodococcus erythropolis. 

2) Все выделенные виды снижали фитотоксичность почвы и 

обеспечивали прорастание семян кукурузы через 7 и 14 суток после 

обработки почвы суспензией бактерий в варианте с нефтью и через 14 

суток в варианте с дизельным топливом.  

3) Микроорганизмы Rhodococcus erythropolis и Microbacterium 

hydrocarbonoxydans являются перспективными для очистки 

нефтезагрязненных почв, однако в комбинации с растениями могут 

негативно воздействовать на них.  

4) Среди исследуемых видов Bacillus cereus и Micrococcus roseus не 

оказывали значимого ингибирующего действия на развитие ростков 

кукурузы при выращивании в почве, загрязненной нефтепродуктами. 

Следовательно, данные микроорганизмы снижают фитотоксичность 

почвы и могут быть использованы для фитобиоремедиационных 

мероприятий.   
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