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ИЗУЧЕНИЕ УГЛЕВОДОРОДОКИСЛЯЮЩЕГО ПОТЕНЦИАЛА  
АССОЦИАЦИЙ БАКТЕРИЙ КАСПИИЙСКОГО РЕГИОНА  
ДЛЯ СОЗДАНИЯ ПРЕПАРАТОВ ДЛЯ БИОРЕМЕДИАЦИИ 

На современном этапе развития нефтедобывающей и нефтеперерабатывающей 
промышленностей Казахстана не представляется возможным полностью исключить загрязнения 
окружающей среды нефтью и нефтепродуктами, что делает актуальным проведение работ, 
направленных на решение данной экологической проблемы. В качестве эффективного 
средства охраны окружающей среды хорошо зарекомендовал себя биологический способ 
очистки. Все чаще для биоремедиации используют аборигенные микроорганизмы конкретных 
мест загрязнения, поскольку эти культуры адаптированы к сложившимся климатическим и 
экологическим условиям, что дает ряд преимуществ составленным на их основе консорциумам.

В данной работе изучен углеводородокисляющий потенциал аборигенных бактерий 
Каспийского региона Казахстана и их ассоциаций, и отобраны наиболее эффективные 
консорциумы для создания препаратов для биоремедиации.

У 12 штаммов бактерий, выделенных из проб воды и почв, отобранных в районе 
месторождений Каражанбас и Каламкас, продемонстрировавших стабильный и интенсивный 
рост на среде с нефтью были изучены характеристики: процент деградации нефти, индекс 
эмульгирования, гидрофобность клеточной поверхности, антагонистическая активность. На 
основе данных штаммов составлены ассоциации бактерий, у которых исследован ростовой 
потенциал и углеводородокисляющая активность в условиях лабораторных модельных 
экспериментов. Отобраны консорциумы с наибольшей деградирующей способностью: Achro-
mobacter denitrificans skar13 + Rhodococcus fascians skar21, Roseomonas mucosa wkal24 + Ste-
notrophomonas chelatiphaga wkal49 и Ochrobactrum sp.wkal48 + Sphingobacterium kitahiroshi-
mense wkar54. Ассоциация Achromobacter denitrificans skar13 + Rhodococcus fascians skar21 
деградировала 73,1±6,9% нефтяных углеводородов, 94,6±8,6% углеводородов дизельного 
топлива, 79,7±6,2% бензиновых углеводородов. Комплекс Roseomonas mucosa wkal24 + Ste-
notrophomonas chelatiphaga wkal49 разрушал 96,8±5,7% фракций нефти, 97,8±7,9% фракций 
дизеля и 86,2±7,3% фракций бензина. Консорциум Ochrobactrum sp.wkal48 + Sphingobacteri-
um kitahiroshimense wkar54 приводил к уменьшению содержания нефтяных углеводородов на 
83,5±7,2%, дизельных на 88,7±8 и бензиновых на 74,3±6,9%.

Данные бактериальные ассоциации перспективны в качестве биодеструкторов углеводородов 
и могут использоваться в биоремедиации загрязнений окружающей среды.

Ключевые слова: биоремедиация, ассоциации бактерий, углеводородокисляющий потенциал, 
индекс эмульгирования, гидрофобность клеточной поверхности.
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Studying of the hydrocarbon-oxidizing potential  
of Caspian region bacteria associations for creation of preparations for bioremediation

At the present stage of development of the oil-producing and oil-refining industries in Kazakhstan, 
it is not possible to completely exclude environmental pollution by oil and oil products, which makes 
it urgent to carry out works aimed to solving this environmental problem. As an effective means of the 
environment protecting, the biological method of purification has proved itself. Increasingly bioreme-
diation uses aboriginal microorganisms from specific pollution sites, as these cultures are adapted to 
the prevailing climatic and ecological conditions, which gives a number of advantages to the consortia 
formed on their basis.

In this work the hydrocarbon-oxidizing potential of native bacteria from Caspian region in Kazakh-
stan and its associations was studied and the most effective consortia were selected to create prepara-
tions for bioremediation.

12 strains of bacteria isolated from water and soil samples collected in the Karazhanbas and Ka-
lamkas fields were demonstrated stable and intensive growth on the medium with oil. In these cultures 
several characteristics such as oil degradation percentage, emulsification index, cell surface hydropho-
bicity and antagonistic activity were studied. On the basis of these strains bacterial associations were 
compiled. The growth potential and hydrocarbon-oxidizing activity under laboratory model experi-
ments were investigated in these associations. The consortia with the greatest degradation capacity were 
selected: Achromobacter denitrificans skar13 + Rhodococcus fascians skar21, Roseomonas mucosa 
wkal24 + Stenotrophomonas chelatiphaga wkal49 and Ochrobactrum sp.wkal48 + Sphingobacterium 
kitahiroshimense wkar54. The association of Achromobacter denitrificans skar13 + Rhodococcus fas-
cians skar21 degraded 73.1 ± 6.9% of oil hydrocarbons, 94.6 ± 8.6% of diesel fuel hydrocarbons, 
79.7 ± 6.2% of gasoline hydrocarbons. Complex of Roseomonas mucosa wkal24 + Stenotrophomon-
as chelatiphaga wkal49 destroyed 96.8 ± 5.7% of oil fractions, 97.8 ± 7.9% of diesel fractions and  
86.2 ± 7.3% of gasoline fractions. The consortium of Ochrobactrum sp.wkal48 + Sphingobacterium 
kitahiroshimense wkar54 reduced the content of petroleum hydrocarbons on 83.5 ± 7.2%, diesel on 
88.7 ± 8 and gasoline on 74.3 ± 6.9%.

These bacterial associations are promising as bio destructors of hydrocarbons and can be used in 
bioremediation of environmental pollution.

Key words: bioremediation, bacterial associations, hydrocarbon-oxidizing potential, emulsification 
index, cell surface hydrophobicity.
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 Биоремедиацияға арналған препараттарды жасау үшін Каспий аймағындағы  
бактериялар қауымдастықтарының көмірсутегін тотықтыру потенциалын зерттеу
 
Қазіргі кезеңде Қазақстандағы мұнай өндіру және мұнай өңдеу салаларының дамуына 

байланысты мұнай мен мұнай өнімдерімен қоршаған ортаның ластануын толығымен алып тастау 
мүмкін емес. Сол себептен аталған экологиялық проблеманы шешуге бағытталған жұмыстар өзекті 
болып табылады. Қоршаған ортаны қорғаудың тиімді құралы ретінде тазартудың биологиялық әдісі 
өзін жақсы жағынан көрсете білді. Жергілікті биоремедиация үшін нақты ластану учаскелерінен 
алынған микроорганизмдер көбіне пайдаланады, өйткені бұл дақылдар сол аймақтың климаттық 
және экологиялық жағдайларына бейімделген. Сондықтан микроорганизмдердің бұрынғы 
штаммдарына негізделген консорциумдар бірқатар артықшылықтарға ие.

Берілген жұмыста  Қазақстанның Каспий аймағындағы аборигенді бактериялар қауым-
дастықтарының көмірсутекті тотықтыру потенциалы зерттелді және биоремедиацияға арналған 
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препараттарды жасауға ең тиімді консорциумдар іріктеліп алынды. Қаражанбас және Қаламқас 
кен орындарында жиналған су және топырақ үлгілерінен алынған және мұнай ортасында тұрақты 
мен қарқынды өсімді көрсеткен 12 бактериялардың штаммдарының келесі сипаттамалары зерт-
телді: мұнай деградациясының жылдамдығы, эмульсиялану индексі, жасуша беткейінің гидро-
фобтығы және антагонистік белсенділігі. Осы штамдардың негізінде бактериялық қауым-
дастықтар құрылды, онда өсу потенциалы және көмірсутегі тотықтыру белсенділігі зертханалық 
модельдік эксперимент жағдайында зерттелді. Ең үлкен деградация сыйымдылығы бар 
консорциум іріктеліп алынды: Achromobacter denitrificans skar13 + Rhodococcus fascians skar21, 
Roseomonas mucosa wkal24 + Stenotrophomonas chelatiphaga wkal49 және Ochrobactrum sp.wkal48 
+ Sphingobacterium kitahiroshimense wkar54. Achromobacter denitrificans skar13  +  Rhodococcus 
fascians skar 21 бірлестігі мұнай көмірсутектерінің 73,1±6,9%, дизель отыны көмірсутектерінің 
94,6±8,6%, бензин көмірсутектерінің 79,7±6,2%-ын ыдыратты. Roseomonas mucosa wkal24 
+ Stenotrophomonas chelatiphaga wkal49  бірлестігі май фракцияларының 96,8±5,7%, дизель 
фракцияларының 97,8 ± 7,9% және бензин фракцияларының 86,2 ± 7,3%-ын жойды. Ochro-
bactrum sp.wkal48 + Sphingobacterium kitahiroshimense wkar54 бірлестігі мұнай көмірсутектерінің 
құрамының 83,5  ±  7,2%-на, дизельді 88,7 ± 8%-на және бензиннің 74,3  ±  6,9%-на төмендеуіне 
әкелді. Аталған бактериалды қауымдастықтарды көмірсутектердің биодеструкторлары ретінде 
қолданудың келешегі зор болып табылады және қоршаған ортаның ластануын биоремедиациялау 
үшін пайдалануға ұсынылады.

Түйін сөздер: биоремедиация, бактерия қауымдастықтары, көмірсутек тотықтыру 
потенциалы, эмульсиялану индексі, жасуша беткейінің гидрофобтылығы.

Введение

Благосостояние всех прикаспийских госу-
дарств напрямую связано с освоением углево-
дородных богатств, добыча которых с каждым 
годом растет, поэтому проблема создания эф-
фективных и доступных средств для устране-
ния опасных нефтяных загрязнений весьма ак-
туальна для Казахстана (Гаджиев, 2003: 245). 
Биодеградация углеводородов путем целена-
правленного применения селективных нефтео-
кисляющих микроорганизмов – перспективное 
направление очистки вод и почв от примесей 
нефти и нефтепродуктов (Бутаев, 2002: 16). 

Чаще всего в производстве биопрепара-
тов нефтеокисляющего действия использу-
ют штаммы бактерий, относящиеся к родам 
Aci�etob�cter, Agrob�cterium, Arthrob�cter, 
B�ci��us, Cory�eb�cterium, E�terob�cter, 
F��vob�cterium, Microb�cterium, Micrococcus, 
Mycob�cterium, Noc�rdi�, Pseudomo��s, 
Rhodococcus, Ste�otrophomo��s (Федоренко, 
2016: 6). Основными недостатками существую-
щих биопрепаратов являются: узкий диапазон 
температур / рН; неустойчивость к росту в со-
леной среде; неспособность деструктировать 
нефтепродукты в условиях аридного климата; 
неспособность микроорганизмов, входящих 
в состав биопрепаратов, продуцировать био-
сурфактанты; медленная деградация высоких 
концентраций нефти и нефтепродуктов; от-
носительно неполная очистка загрязненных 

участков и т.д. Поэтому, несмотря на наличие 
коммерческих бактериальных препаратов, су-
ществует необходимость по созданию новых 
консорциумов и способов их использования 
в качестве деструкторов углеводородов для 
очистки объектов окружающей среды от нефтя-
ных загрязнений, как в местах добычи нефти, 
так и в местах переработки, транспортировки и 
непосредственного потребления (Айткельдие-
ва, 2007: 252), (Ибатуллина, 2012: 377).

В последнее время активно ведутся рабо-
ты не только по составлению «искусственных» 
ассоциаций микроорганизмов – нефтедеструк-
торов, но по выделению и использованию раз-
личных природных нефтедеструкторов, ори-
ентированных на применение в тех или иных 
климатических условиях. Преимущества приме-
нения природных аборигенных микроорганиз-
мов и их сообществ связаны с их устойчивостью 
к действию биотических факторов, адаптирован-
ностью к условиям среды. Именно поэтому для 
каждого региона перспективно разрабатывать 
собственный биопрепарат на основе абориген-
ных штаммов микроорганизмов (Мухаматдья-
рова, 2016: 3). 

Целью настоящего исследования являлось 
изучение углеводородокисляющего потенциала 
бактерий, выделенных на территории прибреж-
ной части Казахстанской акватории Каспийско-
го моря и их ассоциаций для отбора наиболее 
эффективных консорциумов для создания пре-
паратов для биоремедиации.
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Материалы и методы исследования

Материалом для исследования послужили 
пробы воды и почв, отобранные в районе не-
фтяных месторождений Каражанбас и Калам-
кас. Объектами исследования – бактерии разных 
таксономических групп, выделенные из данных 
проб: Ochrob�ctrum sp. s��r4, Agrob�cterium r��Agrob�cterium r�� r��r�-
doib�cter s��r7, Achromob�cter sp. s��r�, Achromo� s��r7, Achromob�cter sp. s��r�, Achromo�s��r7, Achromob�cter sp. s��r�, Achromo�7, Achromob�cter sp. s��r�, Achromo�Achromob�cter sp. s��r�, Achromo� sp. s��r�, Achromo�sp. s��r�, Achromo�. s��r�, Achromo�s��r�, Achromo��, Achromo�Achromo-
b�cter de�itrific��s s��r13, Rhodococcus f�sci��s 
s��r21, Roseomo��s mucos� w���24, Ochrob�c�21, Roseomo��s mucos� w���24, Ochrob�c�Roseomo��s mucos� w���24, Ochrob�c� mucos� w���24, Ochrob�c�mucos� w���24, Ochrob�c� w���24, Ochrob�c�w���24, Ochrob�c�24, Ochrob�c�Ochrob�c-
trum sp. w���4�, Ste�otrophomo��s che��tiph�g� 
w���49, Ste�otrophomo��s che��tiph�g� w���51, 
Ste�otrophomo��s sp. w���52, Sphi�gob�cterium 
�it�hiroshime�se w��r54, Achromob�cter sp��ius 
w��r55. Бактерии были идентифицированы по 
морфолого-культуральным и физиолого-биохи-
мическим признакам. Видовая принадлежность 
микроорганизмов была уточнена с помощью 
генетической идентификации на основании ана-
лиза прямой нуклеотидной последовательности 
фрагмента 16S rRNA гена, с последующим опре-
делением нуклеотидной идентичности с после-
довательностями, депониро ван ными в междуна-
родной базе данных Gene Bank.

Микроорганизмы культивировали на пита-
тельной и минеральной средах: мясопептонный 
агар (МПА), среда Ворошиловой – Диановой 
(Егоров, 1976: 89), (Поляк, 2008: 153).

Для получения накопительной культуры 
бактерий и их ассоциаций штамм/-ы высажива-
ли на минеральную среду Ворошиловой – Диа-
новой (ВД) следующего состава (г/л): K2HPO4 
– 1; KH2PO4 – 1; NH4NO3 – 1; �gSO4 – 0,2; 
CaCl2*6H2O – 0,01; FeCl3*6H2O – 3 капли (Фай-
зуллина, 2014: 26). Дополнительно в среду вно-
сили NaCl в концентрации 7%. В качестве един-NaCl в концентрации 7%. В качестве един- в концентрации 7%. В качестве един-
ственного источника углерода добавляли 1% 
стерильную нефть месторождений Каражанбас 
и Каламкас (в зависимости от источника отбора 
проб) или 1% толуол/дизельное топливо/бензин 
(в зависимости от эксперимента). Для этого по-
севной материал вносили в колбы объемом 250 
мл, добавляли 99 мл среды ВД и затем 1 мл угле-
водорода. Культивировали на качалке в течение 
10 суток (Нетрусов, 2005: 303).

Массовую концентрацию нефтепродук-
тов определяли флуориметрически на при-
боре «Флюорат – 02-2М», согласно (ПНД Ф 
14.1:2:4.128-98, 2007: 10), (Law, 2014: 2). Су-Law, 2014: 2). Су-, 2014: 2). Су-
спензию микроорганизмов инкубировали на 
среде ВД с углеводородом (1% нефть/толуол/
дизельное топливо/бензин) в течение 10 суток, 
затем 100 мл исследуемой пробы переносили в 

делительную воронку. Колбу, в которой нахо-
дилась проба, ополаскивали 10 мл гексана и его 
также сливали в делительную воронку. Смесь 
экстрагировали встряхиванием в течение 1 ми-
нуты. Затем, отстаивали до полного разделения 
фаз, верхнюю гексановую фракцию отбирали, 
переносили в кювету и проводили измерение.

Массовую концентрацию нефтепродуктов в 
пробе вычисляли по формуле:

Х = (Х изм * Vг * К) / Vпр, 

где Х – массовая концентрация нефтепродуктов 
в пробе, мг/л;

Х изм – массовая концентрация нефтепро-
дуктов в гексановом экстракте пробы, мг/л;

Vг – объем гексана, взятый для экстракции, 
мл (10);

К – коэффициент разбавления экстракта (при 
необходимости). Если экстракт не разбавляли, 
то К = 1;

Vпр – объем пробы, мл (100).
Концентрацию остаточных нефтепродук-

тов в исследуемой пробе пересчитывали в про-
центы, принимая контрольную пробу за 100%. 
Затем, высчитывали концентрацию деструкти-
рованных микроорганизмами нефтепродуктов, 
вычитая концентрацию остаточных нефтепро-
дуктов из 100.

Индекс эмульгирования определяли, как 
описано в работе (Gupte, 2015: 346). Значение 
индекса эмульгирования выражали в процентах 
как отношение высоты эмульсионного слоя (мм) 
к общей высоте жидкости в пробирке (мм).

Гидрофобную активность измеряли по ме-
тоду, описанному Rosenberg M. и соавторами в 
модификации Никовской (Rosenberg, 1980: 31). 
Процент гидрофобности рассчитывали как отно-
шение разницы между начальным и конечным 
значением оптической плотности к начальному 
значению.

Для определения антагонистической актив-
ности отобранных штаммов бактерий применя-
ли метод перпендикулярных штрихов (Иркито-
ва, 2012: 42), при котором заведомо известный 
или предполагаемый антагонист засевается по-
лосой по диаметру чашки с питательным агаром. 
Микроорганизмы, проверяемые по чувствитель-
ности к антагонистическому действию, засева-
ются перпендикулярными штрихами. Степень 
чувствительности определяется по величине 
расстояния от центральной полосы культуры ан-
тагониста до начала выраженного роста бакте-
рий, засеянных перпендикулярными штрихами.
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Оптическую плотность суспензии бакте-
рий определяли нефелометрически на прибо-
ре КФК-3-«ЗОМЗ» (фотоколориметрирование 
при длине волны 590 нм) при культивировании 
суспензии на жидкой среде при постоянном 
перемешивании на качалке при 220 об/мин.

Для определения сухой биомассы микроорга-
низмов культивирование бактерий проводили в 
чашках Петри, а затем инокулировали их в каче-
стве посевного материала в колбу, содержащую 
50 мл минеральной среды ВД с добавлением 0,5 
мл углеводорода. На 0-е, 6-е и 10-е сутки куль-
тивирования, образцы фильтровали через мем-
бранные фильтры (NC 45, Whatmann®, Germany, 
0,45 мкм, диаметр 24 мм). Фильтры с культурой 
высушивали при температуре 100°С до постоян-
ного веса, охлаждали в эксикаторе с силикаге-
лем при комнатной температуре и взвешивали. 
В контрольных вариантах фильтры высушивали, 
охлаждали и взвешивали перед использованием 
для фильтрации. Разница в весе между первым 
и вторым взвешиванием фильтров была исполь-
зована для расчета сухой биомассы микроорга-
низмов. 

Экспериментальный материал был обра-
ботан статистически с вычислением среднего 
арифметического значения и стандартного от-
клонения.

Результаты исследования и их обсуждение

Перспективность микроорганизма – нефте-
деструктора определяется набором его физиоло-
го – биохимических свойств. Прежде всего, это 
способность интенсивно утилизировать углево-
дороды нефти, широта спектра их потребления, 
возможность экономически оправданного мас-
штабирования наработки биомассы, синтез био-
ПАВ, гидрофобность клеточной стенки и другие 
свойства.

Бактериальные культуры для составления 
консорциумов были отобраны по нескольким 
параметрам: 1) способность к эффективной де-
градации нефтепродуктов; 2) продуцирование 
биологических поверхностно-активных веществ 
при культивировании в нефтезагрязненных сре-
дах; 3) показатель гидрофобности клеточной 
поверхности; 4) отсутствие антагонистической 
активности при составлении ассоциаций из мо-
нокультур.

Изучение данных показателей показало сле-
дующие результаты.

Одним из методов количественного химиче-
ского анализа, применяемым в настоящее время 
для определения нефтепродуктов, является флу-
ориметрический метод. Он основан на экстрак-
ции нефтепродуктов гексаном с последующим 
измерением интенсивности флуоресценции экс-
тракта, возникающей в результате оптического 
возбуждения. В формировании аналитическо-
го сигнала участвуют ароматические углево-
дороды. Поскольку они обладают различными 
условиями возбуждения и регистрации флу-
оресценции, наблюдается изменение спектра 
флуоресценции экстракта в зависимости от дли-
ны волны возбуждающего света.

В таблице 1 представлены данные по кон-
центрации деструктированных нефтепродуктов 
в среде культивирования микроорганизмов.

Исследование степени деструкции нефтепро-
дуктов в жидкой минеральной среде показало, 
что исследуемые штаммы способны разлагать от 
13,4±0,4% до 91,1±4,5% ароматических углево-
дородов нефти. Так, наименьшую способность 
к деструкции продемонстрировали культуры 
Achromob�cter sp��ius w��r55, Achromob�cter 
sp. s��r� и Rhodococcus f�sci��s s��r21, процент 
деградации которых варьировал в интервале от 
13,4±0,4 до 26,6±3,6 %. В то время как осталь-
ные культуры были способны разлагать доста-
точно высокое количество углеводородов нефти 
месторождений после 7-10 суток культивирова-
ния – более 45,2±3,3%. Наибольшие значения на-
блюдались у культур Roseomo��s mucos� w���24, 
Ochrob�ctrum sp. w���4� и Sphi�gob�cterium �it���it�-
hiroshime�se w��r54 (67,7±5,8 – 91,1±4,5%).

Способность микроорганизмов расти на 
углеводородном субстрате, как правило, свя-
зана с синтезом ими биоПАВ, облегчающих 
поглощение углеводородов клетками бакте-
рий за счет диспергирования нефтепродуктов 
и увеличения биодоступности углеводородов 
(Кайырманова, 2016: 145). Первичная оценка 
способности микроорганизмов образовывать 
поверхностно-активные вещества оценивается 
по эмульгирующей активности (индекс эмуль-
гирования), который основывается на свойстве 
ПАВ образовывать эмульсию при встряхивании 
культуральной жидкости микроорганизмов с 
углеводородом (Бектурова, 2013: 56). Согласно, 
данным литературы микроорганизмы, имеющие 
индекс эмульгирования больше 50%, считаются 
перспективным продуцентами поверхностно-ак-
тивных веществ (Desai, 1997: 49).
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Таблица 1 – Характеристики отобранных штаммов микроорганизмов

Штамм % деградации
нефтепродуктов

Индекс эмульгирования, 
%

Прирост 
гидрофобности,%

Ochrob�ctrum sp. s��r4 45,2±3,3 50,0±1,7 52,3
Agrob�cterium r�doib�cter s��r7 49,7±3,5 52,7±0,9 10,7

Achromob�cter sp. s��r� 21,5±1,4 50,0±1,9 56,3
Achromob�cter de�itrific��s s��r13 47,1±3,7 46,9±2,2 44,3

Rhodococcus f�sci��s s��r21 26,6±3,6 50,0±4 35,6
Roseomo��s mucos� w���24 91,1±4,5 50,8±2,3 46,1

Ochrob�ctrum sp. w���4� 67,7±5,8 49,1±0,9 7,0
Ste�otrophomo��s che��tiph�g� w���49 48,3±3,6 53,6±5,4 49,5
Ste�otrophomo��s che��tiph�g� w���51 47,5±3,7 43,1±5,3 29,4

Ste�otrophomo��s sp. w���52 57,6±5,6 47,7±1 6,7
Sphi�gob�cterium �it�hiroshime�se w��r54 74,1±6,1 43,9±1,5 21,4

Achromob�cter sp��ius w��r55 13,4±0,4 49,8±3,8 51,9

Результаты измерения индекса эмульгирова-
ния показали хороший потенциал большинства 
культур к образованию эмульсии нефти, что от-
ражено в таблице 1. 

Для всех бактерий значение индекса эмуль-
гирования превышало 40%. Максимальными 
показателями обладали штаммы Agrob�cterium 
r�doib�cter s��r7 – 52,7±0,9 и Ste�otrophomo��s 
che��tiph�g� w���49 – 53,6±5,4%. Минимальное 
значение данного показателя было у культур 
Ste�otrophomo��s che��tiph�g� w���51 – 43,1±5,3 
и Sphi�gob�cterium �it�hiroshime�se w��r54 
– 43,9±1,5%. У оставшихся штаммов индекс 
эмульгирования был в пределах 46,9±2,2 – 
50,8±2,3%.

Способность микроорганизмов дегради-
ровать углеводороды в значительной степени 
определена особенностями строения клеточной 
оболочки (Tsitko, 2003: 853). Известно, что не-Tsitko, 2003: 853). Известно, что не-, 2003: 853). Известно, что не-
фтеокисляющие бактерии способны к непосред-
ственному контакту с углеводородом за счет 
гидрофобной клеточной поверхности, обуслов-
ленной наличием в ней липидных компонентов 
(Karaseva, 2012: 3). При культивировании на 
углеводородных субстратах нередко происхо-
дят изменения в составе липидных комплексов 
клеточной оболочки нефтеокисляющих бакте-
рий, вследствие чего меняется гидрофобность 
клеточной поверхности. Для прямого контакта 
клеток и углеводородов необходима повышен-
ная гидрофобность поверхности клеток, спо-
собствующая проникновению в клетку углево-
дородов в виде субмикроскопических капель. А 

увеличение гидрофобности клеток приводит к 
снижению уровня поверхностного натяжения и 
росту эмульгирующей активности жидких куль-
тур (Волченко, 2006: 7).

Результаты определения показателя гидро-
фобности клеточной стенки изучаемых куль-
тур микроорганизмов представлены в табли-
це  1.

При росте в присутствии нефти гидрофоб-
ность клеточной стенки увеличивалась к концу 
культивирования у всех культур, однако прирост 
гидрофобности изменялся в широких пределах – 
от 6,7 % у штамма Ste�otrophomo��s sp. w���52 
до 56,3 % у штамма Achromob�cter sp. s��r�. 
Незначительное увеличение индекса гидрофоб-
ности – до 10,7 % наблюдалось у культур Agro-
b�cterium r�doib�cter s��r7, Ochrob�ctrum sp. 
w���4�, Ste�otrophomo��s sp. w���52. В то время, 
у культур Ochrob�ctrum sp. s��r4, Achromob�cter 
sp. s��r� и Achromob�cter sp��ius w��r55 наблю-
далось максимальное увеличение показателя ги-
дрофобности – более 50 %. Остальные культу-
ры имели промежуточные значения. Активный 
прирост данного показателя говорит о том, что 
изначально, вне контакта с гидрофобным суб-
стратом, клеточная поверхность была гидро-
фильна, что удобно с точки зрения манипуляций 
с биомассой, а повышение ее гидрофобности в 
процессе культивирования на среде с нефтью 
обеспечило создание условий для эффективной 
ассимиляции и поглощения углеводородов как 
единственного источника углерода и энергии 
(Karaseva, 2012: 3).
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Далее была изучена антагонистическая ак-
тивность отобранных перспективных штаммов 
бактерий.

Микроорганизмы в естественных биоце-
нозах находятся в определенных взаимоотно-
шениях друг с другом. Явление антагонизма 
широко распространено в природных сообще-
ствах микроорганизмов. Среди бактерий анта-
гонизм был выявлен у Pseudomo��s �erugi�os�, 
Pseudomo��s pyocy��e�, Serr�ti� m�rcesce�s, 
Васi��us mese�tericus, Васi��us subti�is, Васi��us 
mycoides, Васi��us brevis и других. Также анта-
гонисты встречаются среди группы неспоровых 
грамотрицательных бактерий и у таких спец-
ифических групп, как молочнокислые бактерии, 
уробактерии и некоторые другие виды. Наи-
большее число антагонистов с широким спек-
тром действия обнаружено среди актиномице-
тов. Антагонизм может проявляться по разным 
причинам: исчерпание питательных веществ, 
физико-химические изменения среды – подкис-
ление или подщелачивание, потребление кис-
лорода, выделение в среду протеолитических 
ферментов, токсических веществ, антибиотиков 
(Гоготов, 2006: 108).

Для разработки высокоэффективного кон-
сорциума на основе активных углеводородо-
кисляющих микроорганизмов обязательным 
условиям является исключение возможности 
антагонистических взаимоотношений между 
микробными культурами. 

В ходе изучения конкурирующих взаимо-
действий штаммов-нефтедеструкторов с ис-
пользованием метода штрихового посева было 
обнаружено, что все отобранные культуры не 
оказывают антагонистического влияния на рост 
друг друга (данные не приведены) и могут быть 
использованы для создания на их основе ассоци-
аций. Типичная картина эксперимента представ-
лена на рисунке 1.

Между гетеротрофными микроорганизма-
ми, способными окислять нефтепродукты, су-
ществует кооперативная связь, которая опре-
деляет интенсивность и степень бактериальной 
деградации нефтяных загрязнений до конечных 
продуктов окисления – углекислого газа и воды 
(Волченко, 2007: 126), что подтверждается ре-
зультатами данного исследования.

После проведенного теста на антагонистиче-
скую активность нами были составлены ассоци-
ации бактерий.

При создании консорциумов могут исполь-
зоваться как клетки отдельных штаммов углево-
дородокисляющих микроорганизмов (например 

«Путидойл», «Олеворин»), так и бактериальные 
ассоциации («Деворойл»). Недостатком исполь-
зования монокультур является менее эффектив-
ная деструкция нефтепродуктов, а использова-
ние большого количества микроорганизмов в 
одном комплексе затрудняет процесс наработки 
биомассы биопрепарата (Olivera, 2003: 71), (Ки-Olivera, 2003: 71), (Ки-, 2003: 71), (Ки-
реева, 2007: 58), (Андреева, 2006: 46). В боль-
шинстве случаев, для повышения эффектив-
ности биодеградации нефти и нефтепродуктов, 
используются смешанные культуры, состоящие 
из двух и более штаммов микроорганизмов.

Рисунок 1 – Тест на антагонистическую активность  
отобранных штаммов бактерий

На этой основе, нами были созданы 6 кон-
сорциумов из 12 активных углеводородокисля-
ющих непатогенных штаммов микроорганиз-
мов, по 2 штамма в каждом консорциуме, взятых 
в соотношении 1:1 по сухой биомассе:

- Ochrob�ctrum sp. s��r4 + Achromob�cter 
sp.s��r�,

� Agrob�cterium r�doib�cter s��r7 + Ste�otro-
phomo��s che��tiph�g� w���51,

� Achromob�cter de�itrific��s s��r13 + Rhodo-
coccus f�sci��s s��r21,

� Roseomo��s mucos� w���24 + Ste�otroph-
omo��s che��tiph�g� w���49,

� Ochrob�ctrum sp.w���4� + Sphi�gob�cterium 
�it�hiroshime�se w��r54,

� Ste�otrophomo��s sp.w���52 + Achromo-
b�cter sp��ius w��r55.

У созданных консорциумов была изучена 
динамика роста (рисунок 2), оцененная по пока-
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зателю прироста оптической плотности в среде 
культивирования микроорганизмов.

Все сформированные консорциумы имели 
положительную динамику роста в течение 7 су-
ток выращивания на среде ВД с добавлением 1% 
нефти в качестве единственного источника угле-
рода. Наибольший прирост оптической плотно-
сти в среде культивирования наблюдался у кон-
сорциумов Achromob�cter de�itrific��s s��r13 + 
Rhodococcus f�sci��s s��r21, Roseomo��s mucos� 
w���24 + Ste�otrophomo��s che��tiph�g� w���49 и 
Ochrob�ctrum sp. s��r4 + Achromob�cter sp.s��r�. 
Оптическая плотность ассоциации Achromo-
b�cter de�itrifi c��s s��r13 + Rhodococcus f�s� de�itrifi c��s s��r13 + Rhodococcus f�s�de�itrific��s s��r13 + Rhodococcus f�s� s��r13 + Rhodococcus f�s�s��r13 + Rhodococcus f�s�13 + Rhodococcus f�s�Rhodococcus f�s� f�s�f�s-
ci��s s��r21 выросла в 7,7 раз по сравнению с 
начальным значением и достигла 767% к концу 

культивирования. Оптическая плотность в сре-
де культивирования биокомплекса Roseomo��s 
mucos� w���24 + Ste�otrophomo��s che��tiph�g� 
w���49 достигла 634% к концу культивирования, 
что в 6,3 раза больше по сравнению с начальным 
значением. Консорциум Ochrob�ctrum sp. s��r4 
+ Achromob�cter sp. s��r� к 7 суткам культиви-
рования имел оптическую плотность, составив-
шую 434% от начального показателя. Оптиче-
ская плотность оставшихся комплексов к концу 
культивирования возрастала незначительно – в 
1,5-2,5 раза. Наименьшими значениями харак-
теризовались консорциумы Agrob�cterium r�� r��r�-
doib�cter s��r7 + Ste�otrophomo��s che��tiph�g� 
w���51 и Ste�otrophomo��s sp.w���52 + Achromo� sp.w���52 + Achromo�sp.w���52 + Achromo�.w���52 + Achromo�w���52 + Achromo�52 + Achromo�Achromo-
b�cter sp��ius w��r55.

Рисунок 2 – Динамика роста консорциумов микроорганизмов на среде ВД с 1% нефтью

Исходя из данных по оптической плотности, 
у ассоциаций, имевших преимущества в росте на 
среде с нефтью (Ochrob�ctrum sp. s��r4 + Achro� sp. s��r4 + Achro�sp. s��r4 + Achro�. s��r4 + Achro�s��r4 + Achro�4 + Achro�Achro-
mob�cter sp. s��r�, Achromob�cter de�itrific��s 
s��r13 + Rhodococcus f�sci��s s��r21, Roseomo�13 + Rhodococcus f�sci��s s��r21, Roseomo�Rhodococcus f�sci��s s��r21, Roseomo� f�sci��s s��r21, Roseomo�f�sci��s s��r21, Roseomo� s��r21, Roseomo�s��r21, Roseomo�21, Roseomo�Roseomo-
��s mucos� w���24 + Ste�otrophomo��s che��tiph� mucos� w���24 + Ste�otrophomo��s che��tiph�mucos� w���24 + Ste�otrophomo��s che��tiph� w���24 + Ste�otrophomo��s che��tiph�w���24 + Ste�otrophomo��s che��tiph�24 + Ste�otrophomo��s che��tiph�Ste�otrophomo��s che��tiph� che��tiph�che��tiph-
�g� w���49, Ochrob�ctrum sp. w���4� + Sphi�go� w���49, Ochrob�ctrum sp. w���4� + Sphi�go�w���49, Ochrob�ctrum sp. w���4� + Sphi�go�49, Ochrob�ctrum sp. w���4� + Sphi�go�Ochrob�ctrum sp. w���4� + Sphi�go� sp. w���4� + Sphi�go�sp. w���4� + Sphi�go�. w���4� + Sphi�go�w���4� + Sphi�go�4� + Sphi�go�Sphi�go-
b�cterium �it�hiroshime�se w��r54), был изучен 
углеводородокисляющий потенциал по двум 
параметрам – динамике накопления биомассы 
и количеству остаточной нефти и нефтепродук-
тов (бензина, дизельного топлива, толуола). На-

чальная биомасса, соответствующая оптической 
плотности 0,2, была принята за 100%.

При выращивании на среде ВД с добавлени-
ем в качестве единственного источника углеро-
да 1% нефти все консорциумы бактерий имели 
положительную динамику накопления биомас-
сы (рисунок 3). Наибольший прирост биомассы 
наблюдался у Achromob�cter de�itrific��s s��r13 
+ Rhodococcus f�sci��s s��r21 на 10 сутки, био-
масса увеличилась в 3,7 раза по сравнению с на-
чальным значением. У остальных ассоциаций 
биомасса увеличилась в 1,8- 2,3 раза (рисунок 3).
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Рисунок 3 – Динамика накопления биомассы бактериями при выращивании  
на среде ВД с добавлением 1% нефти

На рисунке 4 показана динамика накопления 
биомассы консорциумами при выращивании на 
среде ВД с добавлением 1% дизельного топлива.

При культивировании на среде с дизельным 
топливом для ассоциаций Achromob�cter de�i� de�i�de�i-
trific��s s��r13 + Rhodococcus f�sci��s s��r21, 
Roseomo��s mucos� w���24 + Ste�otrophomo��s 
che��tiph�g� w���49 и Ochrob�ctrum sp. w���4� 
+ Sphi�gob�cterium �it�hiroshime�se w��r54 на-
блюдался прирост биомассы, которая к 10 сут-
кам культивирования микроорганизмов пре-
высила начальные значения в 2,3; 1,8 и 1,7 раз, 
соответственно (рисунок 4). Для консорциума 
Ochrob�ctrum sp. s��r4 + Achromob�cter sp.s��r� 
максимум прироста биомассы наблюдался на 6е 
сутки культивирования, значение возросло в 1,5 
раза по сравнению с начальным. Это может быть 
связано с тем, что дизельное топливо является 
менее токсичным и более легкоусваиваемым 
субстратом по сравнению с нефтью, также 
штаммы данной ассоциации могут разрушать 
преимущественно фракции, содержащиеся в 
дизеле, тем самым утилизировав его за более 
которкий промежуток времени. Наибольшую 
биомассу к концу культивирования накопил 
консорциум Achromob�cter de�itrific��s s��r13 
+ Rhodococcus f�sci��s s��r21 – 1,94±0,18 г/л, а 
наименьшую – Ochrob�ctrum sp. s��r4 + Achro� sp. s��r4 + Achro�sp. s��r4 + Achro�. s��r4 + Achro�s��r4 + Achro�4 + Achro�Achro-
mob�cter sp.s��r� – 1,32±0,18 г/л.

При культивировании на среде с бензином 
у трех консорциумов (кроме Ochrob�ctrum sp. 
s��r4 + Achromob�cter sp.s��r�) наблюдался 
прирост биомассы в течение всего периода куль-
тивирования (рисунок 5). Так, у Achromob�cter 
de�itrific��s s��r13 + Rhodococcus f�sci��s s��r21 
биомасса увеличилась в 1,3 раза, у Roseomo��s 
mucos� w���24 + Ste�otrophomo��s che��tiph�g� 
w���49 и у Ochrob�ctrum sp. w���4� + Sphi�go� sp. w���4� + Sphi�go�sp. w���4� + Sphi�go�. w���4� + Sphi�go�w���4� + Sphi�go�4� + Sphi�go�Sphi�go-
b�cterium �it�hiroshime�se w��r54 в 1,5 раза по 
сравнению с начальным значением. Для ассо-
циации Ochrob�ctrum sp. s��r4 + Achromob�cter 
sp.s��r� достоверных изменений в количестве 
биомассы за весь период культивирования вы-
явлено не было.

На рисунке 6 представлены данные по дина-ина-
мике накопления биомассы ассоциациями при 
выращивании на среде ВД с добавлением 1% 
толуола.

В присутствии в среде культивирования то-
луола, как единственного источника углерода 
и энергии, рост всех отобранных консорциу-
мов микроорганизмов был незначительным по 
сравнению с ростом на нефти (рисунок 6), а в 
консорциуме Ochrob�ctrum sp. s��r4 + Achro� sp. s��r4 + Achro�sp. s��r4 + Achro�. s��r4 + Achro�s��r4 + Achro�4 + Achro�Achro-
mob�cter sp.s��r� толуол полностью подавлял 
ростовые процессы. Это может быть связано с 
тем, что циклические углеводороды, к которым 
относится толуол, являются одними из наиболее 
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быстродействующих токсичных нефтепродук-
тов, а также в связи с отсутствием в бактериаль-
ной плазмиде гена, отвечающего за разложение 
толуола (Логинова, 2010: 131), (Ветрова, 2008: 
188).

Для консорциума Achromob�cter de�itrific��s 
s��r13 + Rhodococcus f�sci��s s��r21 в течение 
всего периода культивирования большого при-
роста биомассы не наблюдалось (увеличилась 
на 26% по сравнению с начальным значением), 
к концу культивирования биомасса ассоциации 
составила 1,3±0,2 г/л. В биокомплексе Roseomo-
��s mucos� w���24 + Ste�otrophomo��s che� mucos� w���24 + Ste�otrophomo��s che�mucos� w���24 + Ste�otrophomo��s che� w���24 + Ste�otrophomo��s che�w���24 + Ste�otrophomo��s che�24 + Ste�otrophomo��s che�Ste�otrophomo��s che� che�che-
��tiph�g� w���49 биомасса увеличилась на 56% 
по сравнению с начальной и достигла значения 
1,06±0,07 г/л. У консорциума Ochrob�ctrum 
sp. w���4� + Sphi�gob�cterium �it�hiroshime�se 
w��r54 биомасса достигла максимального значе-
ния к 6 суткам культивирования – увеличилась 
на 54%, тогда как к концу культивирования ее 
прирост составил 42% от исходного значения 
(0,77±0,1 г/л).

На рисунке 7 представлены данные флуо-
риметрического измерения остаточного содер-
жания нефтепродуктов в среде ВД с 1% угле-
водородом после роста на ней консорциумов 
микроорганизмов.

Количество углеводородов, деструктирован-
ных консорциумами микроорганизмов при росте 

на среде с нефтью, варьировало от 59,3±5,2 % у 
Ochrob�ctrum sp. s��r4 + Achromob�cter sp.s��r� 
до 96,8±5,7 % у Roseomo��s mucos� w���24 + Ste� mucos� w���24 + Ste�mucos� w���24 + Ste� w���24 + Ste�w���24 + Ste�24 + Ste�Ste-
�otrophomo��s che��tiph�g� w���49 (рисунок 7).

Определение остаточного содержания ком-
понентов дизельного топлива в среде после 10 
суток культивирования в ней, показало что, у 
ассоциации Ochrob�ctrum sp. s��r4 + Achromo� sp. s��r4 + Achromo�sp. s��r4 + Achromo�. s��r4 + Achromo�s��r4 + Achromo�4 + Achromo�Achromo-
b�cter sp.s��r� процент разрушения дизельного 
топлива был наименьшим и равнялся 76,5±5,5. 
У консорциумов Achromob�cter de�itrific��s 
s��r13 + Rhodococcus f�sci��s s��r21 и Ro-
seomo��s mucos� w���24 + Ste�otrophomo��s 
che��tiph�g� w���49 показатель деструкции ди-
зельного топлива был самым высоким и соста-
вил в среднем 96,2±8,6 %. Процент разрушения 
дизеля консорциумом Ochrob�ctrum sp. w���4� 
+ Sphi�gob�cterium �it�hiroshime�se w��r54 со-
ставил 88,7±8.

Наибольший показатель деградации бензина 
наблюдался у консорциумов Achromob�cter de� de�de-
�itrific��s s��r13 + Rhodococcus f�sci��s s��r21– 
79,7±6,2 % и у Roseomo��s mucos� w���24 + Ste� mucos� w���24 + Ste�mucos� w���24 + Ste� w���24 + Ste�w���24 + Ste�24 + Ste�Ste-
�otrophomo��s che��tiph�g� w���49 – 86,2±7,3 
%, а наименьший – 44,6±3,1 % у Ochrob�ctrum 
sp. s��r4 + Achromob�cter sp.s��r� (рисунок 7). 
74,3±6,9 % – составил данный показатель у био-
комплекса Ochrob�ctrum sp. w���4� + Sphi�go� sp. w���4� + Sphi�go�sp. w���4� + Sphi�go�. w���4� + Sphi�go�w���4� + Sphi�go�4� + Sphi�go�Sphi�go-
b�cterium �it�hiroshime�se w��r54.

Рисунок 4 – Динамика накопления биомассы бактериями при выращивании 
на среде ВД с добавлением 1% дизельного топлива



Вестник. Серия биологическая. №4 (73). 2017136

Изучение углеводородокисляющего потенциала ассоциаций бактерий Каспиийского региона ...

Рисунок 5 – Динамика накопления биомассы бактериями при выращивании  
на среде ВД с добавлением 1% бензина

Рисунок 6 – Динамика накопления биомассы бактериями при выращивании  
на среде ВД с добавлением 1% толуола

Процент разрушения толуола в консорциу-
мах был наименьшим по сравнению с другими 
углеводородами и не превышал 26, что, вероятно, 
связано с его высокой токсичностью для живых 

клеток. Наибольшую деструкцию толуола вызы-
вал консорциум Roseomo��s mucos� w���24 + Ste� mucos� w���24 + Ste�mucos� w���24 + Ste� w���24 + Ste�w���24 + Ste�24 + Ste�Ste-
�otrophomo��s che��tiph�g� w���49 – 25,1±2,2 %, а 
наименьшим показателем характеризовался кон-
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Заключение

Бактерии созданных консорциумов являются 
постоянными и доминирующими компонента-
ми естественных биоценозов нефтяных загряз-
нений Казахстанской территории Каспийского 
моря, что позволяет избегать необходимости 
учета климатических условий данного региона, 
свойств добываемой Казахстанской нефти, про-
блем взаимодействий и уживаемости применяе-
мых микроорганизмов.

Высокая эмульгирующая активность ото-
бранных бактерий говорит о доступности нефте-
продуктов как источника питательных веществ 
для клеток микроорганизмов, а высокая ги-
дрофобная активность говорит о значительной 
аффинности клеточной стенки бактерий и суб-
страта, то есть нефтепродуктов, что облегчает 

процесс взаимодействия клеток с молекулами 
нефтепродуктов и, соответственно, способству-
ет биодеградации углеводородов отобранными 
микроорганизмами.

Высокий процент разрушения различных 
классов углеводородов, а также значительный 
прирост биомассы в течение 10 суток культиви-
рования говорит о высокой деградирующей спо-
собности консорциумов бактерий Achromob�cter 
de�itrific��s s��r13 + Rhodococcus f�sci��s s��r21, 
Roseomo��s mucos� w���24 + Ste�otrophomo��s 
che��tiph�g� w���49 и Ochrob�ctrum sp. w���4� + 
Sphi�gob�cterium �it�hiroshime�se w��r54.

Таким образом, высокий углеводородокис-
ляющий потенциал позволяет использовать дан-
ные бактериальные ассоциации в качестве осно-
вы для создания препаратов для биоремедиации 
нефтезагрязнений Каспийского региона.

Рисунок 7 – Концентрация деструктурированных микроорганизмами нефтепродуктов  
при культивирования в течение 10 суток на среде ВД с 1% углеводородом

сорциум Ochrob�ctrum sp. s��r4 + Achromob�cter 
sp.s��r� – 6,4±1,1 %. У остальных ассоциаций % 
деструкции толуола варьировал от 12,7±1,1 до 
17,5±1,3 % к 10 суткам культивирования.

Таким образом, показано, что наибольшими 
показателями прироста биомассы и процента 

деструкции нефтепродуктов обладали 3 кон-
сорциума: Achromob�cter de�itrific��s s��r13 + 
Rhodococcus f�sci��s s��r21, Roseomo��s mucos� 
w���24 + Ste�otrophomo��s che��tiph�g� w���49 
и Ochrob�ctrum sp. w���4� + Sphi�gob�cterium 
�it�hiroshime�se w��r54.
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