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Одним из перспективных направлений инактивации нефти и нефтепро-

дуктов in situ является применение метода биоремедиации, направленного на 

усиление метаболической активности как аборигенной микрофлоры, так ин-

тродуцированных бактерий, деградирующих органотоксиканты до безопасных 

продуктов. В процессе биоремедиации микроорганизмы используют углеводо-

роды нефти в качестве питательного субстрата [1]. Однако способность бакте-

рий разлагать нефтяные углеводороды зависит от доступности химических со-

единений и условий окружающей среды [2]. Преимуществом биоремедиации 

является отсутствие значительных побочных эффектов и вторичного загрязне-

ния [3], при этом существенный ее недостаток – необходимость особого под-

хода к каждому загрязненному объекту. При рассмотрении биоремедиации как 

метода обработки нефтезагрязненных экосистем с высокой степенью очистки 

эффективным является добавление в загрязненную среду природных нефте-

сорбентов – гуминовых кислот (ГК), ускоряющих естественные процессы би-

оразложения за счет дополнительного связывания углеводородов нефти и яв-

ляющихся активной матрицей, способствующей росту и размножению бакте-

рий-нефтедеструкторов. Препараты, содержащие гуминовые кислоты и микро-

организмы-нефтедеструкторы, позволят значительно повысить степень 

очистки биоремедиационным способом: в случае водных загрязнений при об-

разовании эмульсий нефти, устойчивых к биоразложению, бактерии колонизи-

руют поверхность эмульсии, но самостоятельно не проникают в ее толщу; гу-

миновые кислоты при этом работают как нефтедиспергенты, разрушая нефтя-

ную пленку на более мелкие части [4].  

В случае интродукции бактерий (биоаугментации) в нефтезагрязненные 

экосистемы высокий детоксицирующий эффект достигается при использова-

нии штаммов бактерий, характеризующихся способностью разлагать сырую 

нефть и ее отдельные компоненты [5]. Успешная биоаугментация требует ис-

пользования бактериальных штаммов, устойчивых к субоптимальным усло-

виям окружающей среды [6, 7]. Необходимость включения таких штаммов в 
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состав биопрепаратов обусловлена тем, что добыча нефти осуществляется в 

климатических условиях, стрессовых для многих микроорганизмов. К таким 

условиям относятся низкие или высокие температуры, высокая засоленность 

или кислотность почв, резкие колебания температуры в течение суток. Подоб-

ные условия тормозят естественные процессы самовосстановления окружаю-

щей среды. В значительной степени успех ликвидации нефтяного загрязнения 

зависит от наличия штаммов микробов, адаптированных к экстремальным 

условиям обитания и способных синтезировать ПАВ, а также обладающих 

набором генов биодеградации. Среди углеводородокисляющих бактерий раз-

нообразием геномной организации и функциональным разнообразием отлича-

ются представители рода Rhodococcus. Их биотехнологическое значение свя-

зано с метаболической и генетической гибкостью, а также с устойчивостью 

этих штаммов к различным видам абиотического стресса [5].  Изучение биоде-

градирующих свойств бактерий рода Rhodococcus, способных к росту при ши-

роком диапазоне температур (+4-+37°С), обладающих высокой углеводородо-

кисляющей активностью, позволит систематизировать сведения о бактериаль-

ном разложении углеводородов нефти в условиях пониженных температур с 

целью получения универсальных в экстремальных условиях биопрепаратов ос-

нованном на  субстрате гуминовых кислот торфов Тульской области и штам-

мов бактерий Rhodococcus erythropolis S67, Rhodococcus erythropolis X5. 

В качестве органической матрицы для разработки биопрепарата вы-

браны гуминовые кислоты, выделенные по методике, описанной в работах. 

Материал, используемый для выделения кислот  - торфа Тульской области[13] 

[9-10]. Бактериальная составляющая Rhodococcus, предоставленные лаборато-

рией Пущинского научного центра биологических исследований (г. Пущино) 

[11-12]. 

Определение влияния пониженной температуры среды на рост бактерий-

нефтедеструкторов проводили согласно методике [13]. Выходы биомассы мик-

роорганизмов представлены на рисунке 1. 

 

 
Рис. 1. Выход биомассы микроорганизмов Rhodococcus erythropolis S67 и Х5 в 

присутствии гуминовых кислот в условиях пониженной температуры 
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Далее в тексте упоминания идут согласно рисунку 2. 

 
Рис. 2. Графическое изображение получение биопрепарата с условными 

обозначениями 

 

Увеличение биомассы МО при внесении в культуральную среду гумино-

вых кислот увеличило биомассу в 1,5-6 раз относительно контроля: ГК ТНТ 

проявили максимальный стимулирующий эффект: биомасса R. erythropolis Х5 

выросла в 6 раз относительно контроля. В тоже время, на рост R. erythropolis 

S67 большее влияние оказали ГК СВТ: биомасса выросла в 2,5 раза. Установ-

лено, что в условиях абиотического стресса ГК выполняют роль источника уг-

лерода (питательного субстрата) и энергии для выработки бактериями высоко-

молекулярных углеводсодержащих биополимеров, защищающих клетки от за-

мерзания, обеспечивающие стабильность среды. В процессе роста микроорга-

низмов на субстрате с гуминовыми кислотами образуется слой состоящий из 

молекул ГК на поверхности клеток (рисунок 3). 

 

 
Рис.3. Схема взаимодействия гуминовых кислот и микроорганизмов 

 

Экспериментально установлено, что гуминовые кислоты стимулируют 

рост штаммов в условиях пониженной температуры: продолжительность лаг-

фазы Rh. erythropolis S67 уменьшается в 2 раза. Экспоненциальная фаза роста 

Rh. erythropolis Х5 при добавлении в среду ГК наступает через 4 ч инкубирова-

ния, что свидетельствует о быстрой адаптации клеток к стрессовым условиям. 

Основные параметры роста исследуемых МО представлены в таблице. 

Стрессовые условия в виде пониженной температуры культивирования 

приводят к снижению удельной скорости роста микроорганизмов и повыше-

нию времени генерации биомассы. 
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Таблица 

Ростовые параметры микроорганизмов  

Rhodococcus sp. X5 и Rh. erythropolis S67 

Параметры  

Удельная скорость роста 

(𝜇), ч-1 

Время удвоения био-

массы, ч 

Rh. 

erythropolis 

S67 

Rh. 

erythropolis 

X5 

Rh. 

erythropolis 

S67 

Rh. 

erythropolis 

X5 

Среда Эванса 0,06±0,01 0,17±0,02 11,7±0,6 4,1±0,2 

ГК ЧНТ 0,12±0,01 0,07±0,03 5,9±0,3 9,8±0,5 

ГК СПТ 0,06±0,01 0,10±0,02 11,9±0,2 6,7±0,4 

ГК СВТ 0,08±0,02 0,07±0,02 7,5±0,4 9,9±0,7 

ГК ТНТ 0,16±0,02 0,09±0,01 4,7±0,4 8,7±0,5 

 

Добавление гуминовых кислот в культуральный раствор способствует 

увеличению удельной скорости роста штамма Rhodococcus sp. X5 в 1,2-1,4 раза, 

Rhodococcus sp. S67 в 1,5-2 раза и зависит от генезиса гуминовых кислот. Как 

и в случае повышенной солености среды [13], в ответ на еще один абиотиче-

ский стрессовый фактор – пониженную температуру, микроорганизмам необ-

ходимо вырабатывать экзополисахариды, синтез которых ускоряется при нали-

чии в культуральной среде гуминовых кислот, которые микроорганизмы ис-

пользуют для генерации энергии, запасаемой в виде АТФ и расходуемой на 

регенерацию компонентов клеток. 
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