
В нас то я щее вре мя уро вень и об щая пло -
щадь заг ряз не ния грун тов и вод неф тью и неф теп -
ро дук та ми неп ре рыв но рас тет. Осо бо му рис ку
под вер же ны тер ри то рии и ак ва то рии в ре ги о нах,
где рас по ла га ют ся мес то рож де ния и ве дет ся до бы -
ча неф ти [1—3].

Для очис т ки неф те заг ряз нен ных эко сис -
тем ис поль зу ют ме ха ни чес кие, тер ми чес кие, фи -
зи ко- хи ми чес кие и дру гие ме то ды. Боль шин с т во
этих ме то дов име ют су щес т вен ные не дос тат ки,
зак лю ча ю щи е ся в ос нов ном в вы со кой сто и мос -
ти и не га тив ном воз дей с т вии на ок ру жа ю щую
сре ду.

Аль тер на ти вой этим под хо дам яв ля ет ся би о -
ре ме ди а ция — ис поль зо ва ние мик ро ор га низ мов -
 неф те дес т рук то ров для очис т ки заг ряз нен ных
учас т ков. Би о ре ме ди а ция мо жет быть ос но ва на на 

сти му ля ции або ри ген ной мик роф ло ры [4, 5], од на -
ко в зо нах с эк с тре маль ны ми ус ло ви я ми, где раз ви -
тие мик ро ор га низ мов по дав ля ет ся стрес со вы ми
фак то ра ми сре ды (вы со ки ми или, на о бо рот, низ ки -
ми тем пе ра ту ра ми, за кис ле ни ем/за ще ла чи ва ни ем
грун та, вы со кой ос мо ляр нос тью), не об хо ди мо
вне се ние би оп ре па ра тов, в сос тав ко то рых вхо дят
куль ту ры, спо соб ные к рос ту и ути ли за ции уг ле во -
до ро дов в ус ло ви ях та ких воз дей с т вий.

Тем пе ра ту ра яв ля ет ся клю че вым фак то ром, 
оп ре де ля ю щим тип ре ме ди а ци он ной стра те гии.
Для очис т ки вод и грун тов в хо лод ном и уме рен -
ном кли ма те на тер ри то рии Рос сии и стран СНГ
ис поль зу ют раз лич ные би оп ре па ра ты [6—10]. Од -
на ко эф фек тив ный спо соб би о ре ме ди а ции неф те -
заг ряз нен ных учас т ков в жар ком кли ма те по ка не
раз ра бо тан. Вы со кие тем пе ра ту ры в та ких ре ги о -
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Раз  ра  бот  ка ко н сор ц и у ма тер мо  то ле р ан т ных бак  те рий  
как  ос  но  вы би  оп ре  па  ра та  для ре ме ди а  ции  
неф  те заг  ряз не н ных грун т ов и вод в  жар к ом кли ма те

Впер вые раз ра бо та на и пред ло же на ас со ци а ция тер мо то ле ран т ных неф те о кис ля ю -
щих бак те рий, сос то я щая из штам мов Gordonia sp. 1D ВКМ Ас-2720 Д,
Rhodococcus sp. Par7 ВКМ Ас-2722 Д и R. pyridinivorans L5A-BSU ВКМ Ас-2721,
для дес т рук ции неф ти и неф теп ро дук тов в грун тах и во дах в ре ги о нах с жар ким кли -
ма том. Кон сор ци ум эф фек ти вен в грун те и жид ких сре дах при тем пе ра ту ре до 50°,
со ле нос ти сре ды до 7% и влаж нос ти грун та око ло 10%. Так, эф фек тив ность раз ру -
ше ния неф ти в грун те сос та ви ла 70% и 59% за 21 сут при 24° и 45°, со от вет с т вен но.
Ас со ци а ция тер мо то ле ран т ных штам мов - неф те дес т рук то ров мо жет быть ис поль зо -
ва на как ос но ва би оп ре па ра та для очис т ки неф те заг ряз нен ных грун тов и вод в ре ги -
о нах с жар ким кли ма том.

Клю че вые сло ва: би о дег ра да ция, би о ре ме ди а ция, жар кий кли мат,  кон сор ци ум, нефть, тер мо то ле ран т ные бак те рии.

                                 
Де ле ган Яни на Ада ль бер тов на, Вет ро ва Ан на Ан д ри я нов на, Ти ток Ма ри на Алек се ев на, Фи ло нов Ан д рей Ев ге нь е вич.

Спи сок со кра ще ний: ДТ — ди зель ное топ ли во; ИК — ин ф рак рас ный; КЖ — куль ту раль ная жид кость; КОЕ — ко ло ни е об ра зу ю -
щая еди ни ца; ПАУ — по ли аро ма ти че ские уг ле во до ро ды; п.н. — пар нук ле о ти дов; ПЦР — по ли ме раз ная цеп ная ре ак ция; сре да
LB — сре да Лу риа—Бер та ни.

* Ав тор для пе ре пи с ки.



нах яв ля ют ся при чи ной быс т ро го ис па ре ния во ды 
из грун та и с по вер х нос ти во до е мов, что при во дит 
к их за со ле нию. По э то му для очис т ки неф те заг ряз -
нен ных учас т ков в та ких ре ги о нах це ле со об раз но
ис поль зо вать мик ро ор га низ мы, спо соб ные к ка та -
бо лиз му уг ле во до ро дов в ус ло ви ях не дос тат ка во -
ды в грун те и по вы шен но го со дер жа ния со ли.

Та кой спо соб нос тью мо гут об ла дать тер мо -
то ле ран т ные бак те рии. Осо бен ность ра бо ты с эти -
ми бак те ри я ми сос то ит в том, что их куль ти ви ро -
ва ние и про из вод с т во би о мас сы в про мыш лен ных 
мас ш та бах мо гут осу щес т в лять ся и в уме рен ных
ус ло ви ях, од на ко по лу чен ный пре па рат эф фек ти -
вен и при по вы шен ной (до 50°) тем пе ра ту ре. Учи -
ты вая слож ный сос тав неф ти как суб с т ра та, в сос -
тав би оп ре па ра та для ее ути ли за ции сле ду ет вклю -
чать не мо но куль ту ру, а ас со ци а цию мик ро ор га -
низ мов, спо соб ных ути ли зи ро вать раз лич ные по
струк ту ре ком по нен ты неф ти [11—13].

Целью дан ной ра бо ты яв ля лась раз ра бот ка
кон сор ци у ма тер мо то ле ран т ных бак те рий как ос -
но вы би оп ре па ра та для эф фек тив ной ути ли за ции
неф ти в грун тах и во дах в ус ло ви ях жар ко го кли -
ма та (до 50°), в том чис ле при низ кой влаж нос ти
(10%) и по вы шен ном (до 7%) со дер жа нии со ли в
сре де. До нас то я ще го вре ме ни в Рос сии и стра нах
СНГ по доб ные пре па ра ты не бы ли раз ра бо та ны.
Нет так же дан ных о при ме не нии би оп ре па ра тов,
раз ра бо тан ных на ос но ве тер мо то ле ран т ных бак -
те рий, за ру бе жом.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Мик ро ор га низ мы, сре ды и ус ло вия куль -
ти ви ро ва ния. В ка чес т ве ми не раль ных сред ис -
поль зо ва ли сре ду Эван са [14] и М9 [15]; в ка чес т -
ве пол но цен ных — сре ду Лу риа—Бер та ни (LB)
[16] (дрож же вой эк с тракт и пеп тон про из вод с т ва
Difco, США) и сре ду 5/5 (ИБФМ РАН) сле ду ю ще -
го сос та ва: ами но пеп тид (60 мл/л; «Би о мед», Рос -
сия), гид ро ли зат ка зе и на (5 г/л; Panreac, Ис па ния), 
дрож же вой эк с тракт (1 г/л; Difco), со е вый эк с -
тракт (30 мл/л; Himedia, Ин дия). Для при го тов ле -
ния твер дых сред ис поль зо ва ли агар про из вод с т ва 
Pronadisa (Ис па ния). Свой с т ва неф ти, ис поль зу е -
мой в ка чес т ве ис точ ни ка уг ле ро да, бы ли сле ду ю -
щие: плот ность 0,868 г/см3, со дер жа ние во ды
0,06%, со лей — 45 мг/мл, ме ха ни чес ких при ме сей 
— 0,008%, се ры — 1,42%.

Бак те рии вы де ля ли пу тем на ко пи тель но го
куль ти ви ро ва ния в жид кой ми не раль ной сре де с
неф тью (2%) в те че ние 3 нед при 24°. Пос ле за вер -
ше ния куль ти ви ро ва ния про во ди ли по се вы при
24° на ага ри зо ван ную сре ду Эван са с неф тью или
ди зель ным топ ли вом (ДТ) в ка чес т ве ис точ ни ка уг -
ле ро да и энер гии (2% об.). От дель ные мор фо ло ги -
чес ки раз лич ные ко ло нии вы се ва ли на ага ри зо ван -
ную сре ду LB для под т вер ж де ния чис то ты. Тер мо -
то ле ран т ные штам мы от би ра ли пу тем куль ти ви ро -
ва ния вы де лен ных бак те рий в жид кой сре де Эван -
са с неф тью или ДТ при тем пе ра ту ре 45° (табл. 1).
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Та б ли  ца  1
Tab le 1

Тер мо то ле ран т ные штам мы, ис по ль зо ван ные в ра бо те
Ther mo to le rant stra ins used in the work

Штамм

Stra in

Ис точ ник

So ur ce

1В, 1D, 1G Поч ва из шла мо на ко пи те ля, Мос к ва
Soil from sludge collector, Moscow

Par5, Par7 Поч ва с тер ри то рии неф те раз ли ва, Ка зах с тан
Soils from oil-spill territory, Kazakhstan

Par6, Par18 Неф теш лам с по ли го на, Ка зах с тан
Oil sludge from landfill, Kazakhstan

AL-18 Поч ва (Ви тебск, Бе ла русь)
Soil (Vitebsk, Belarus)

L5A-BSU, А2-6, 8A-3A Поч ва (Минск, Бе ла русь)
Soil (Minsk, Belarus)



Фи ло ге не ти чес кий ана лиз ге нов 16S рРНК,
gyrB и аlkВ. ДНК бак те рий вы де ля ли по ме то ди ке 
[17]. ПЦР про во ди ли на ам п ли фи ка то ре GeneAmp 
PCR System 2400 (Perkin-Elmer, США) по стан дар -
т ным про то ко лам с ис поль зо ва ни ем прай ме ров,
при ве ден ных в табл. 2. ПЦР-п ро дук ты очи ща ли
по ме то ди ке QIAquick PCR Рurifi ca tion Kit Pro -
tocol (QIAquick Spin Нandbook, 2008). Сек ве ни ро -
ва ние про во ди ли в ла бо ра то рии мо ле ку ляр ной ге -
не ти ки Ин с ти ту та ви ру со ло гии им. Д.И. Ива нов с -
ко го Мин з д ра ва РФ на сек ве на то ре Applied Bio -
systems 31301 с ис поль зо ва ни ем на бо ра для сек -
ве ни ро ва ния BigDye v. 3.1. По иск го мо ло гич ных
нук ле о тид ных пос ле до ва тель нос тей к фраг мен -
там ге нов вы пол ня ли с по мощью прог рам мы
BLAST. Фи ло ге не ти чес кий ана лиз и пос т ро е ние
фи ло ге не ти чес ких де ревь ев про во ди ли с ис поль -
зо ва ни ем па ке та прог рамм MEGA 6 Soft ware.

Дан ные нук ле о тид ные пос ле до ва тель нос ти 
хра нят ся в GenBank под сле ду ю щи ми но ме ра ми:
ген 16S рРНК — KR919788—KR919798, ген alkB
— KT862535, KT894216, KT894217.

Оп ре де ле ние спек т ра ути ли зи ру е мых суб -
с т ра тов и га ло то ле ран т нос ти штам мов. Бак те -
рии куль ти ви ро ва ли в жид кой сре де Эван са с до -
бав ле ни ем ди зель но го топ ли ва, ПАУ (наф та лин,
фе нан т рен, ан т ра цен, флу о рен) или али фа ти чес -
ких уг ле во до ро дов (гек сан, ок тан, де кан, но нан,
гек са де кан, геп та ме тил но нан) про из вод с т ва Sig -

ma-Aldrich, Merck и Fluka. Жид кие уг ле во до ро ды
вно си ли в про бир ки в кон цен т ра ции 2% по объ е -
му, твер дые — в ви де по рош ка из рас че та 1 г/л.

Для изу че ния ус той чи вос ти к со дер жа нию
со ли в сре де штам мы куль ти ви ро ва ли при 24° или
45° в жид кой сре де Эван са с 3%, 5, 7 или 10% NaCl 
и 2% ди зель но го топ ли ва.

Ино ку лят вно си ли до ко неч ной кон цен т ра -
ции кле ток 106 КОЕ/мл. Спо соб ность к рос ту оце -
ни ва ли ви зу аль но по сте пе ни по мут не ния куль ту -
раль ной жид кос ти в про бир ках.

Оп ре де ле ние неф те о кис ля ю щей ак тив -
нос ти мик ро ор га низ мов. Штам мы тер мо то ле -
ран т ных бак те рий куль ти ви ро ва ли в кол бах с жид -
кой сре дой Эван са и 2% неф ти при тем пе ра ту ре
24° и 45° в те че ние 2 нед. По окон ча нии куль ти ви -
ро ва ния ос та точ ную нефть эк с тра ги ро ва ли из
об раз цов че ты рех х ло рис тым уг ле ро дом (1:1), эк -
с тракт ин тен сив но пе ре ме ши ва ли, пос ле че го
про во ди ли из ме ре ние со дер жа ния в нем уг ле во -
до ро дов с по мощью ана ли за то ра неф теп ро дук -
тов АН-2 (Рос сия) по про то ко лу [18]. Кон т ро лем 
слу жи ла сте риль ная про ба, в ко то рую бы ли до -
бав ле ны уг ле во до ро ды, но не вне се ны мик ро ор -
га низ мы.

Изу че ние сов мес ти мос ти тер мо то ле ран т -
ных штам мов. Для вы яв ле ния ан та го низ ма штам -
мы вы се ва ли на ага ри зо ван ную сре ду 5/5 пер пен -
ди ку ляр ны ми штри ха ми. По яв ле ние зон за дер ж ки 
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Та б ли  ца  2
Tab le  2

Прай ме ры, ис по ль зо ван ные в ра бо те
Pri mers used in the work

Ген

Ge ne

Прай мер

Pri mer

Тем пе ра ту ра
от жи га, °С

An ne a ling
tem pe ra tu re, °С 

Раз мер
про дук та, п.н.

Pro duct si ze, bp

Ссыл ка

Re fe ren ce

16S rRNA 63f: CAGGCCTAACACATGCAAGTC
1387r: GGGCGGWGTGTACAAGGC

55 1300 [19]

gyrB UP1-f: GAAGTCATCATGACCGTTCT
GCAYGCNGGNGGNAARTTYGA
UP2-r: AGCAGGGTACGGATGTGCGA
GCCRTCNACRTCNGCRTCNGTCAT

60 1100 [20]

alkB alkBF: ATCAAYRCVGCVCAYGAR
YTVGGBCACAAG
alkBR: SGGRTTCGCRTGRTGRTCR
CTGTGNSGYTG

66 558 [21]



рос та и/или ли зи са сви де тель с т во ва ло бы о по дав -
ле нии рос та од но го из штам мов ве щес т ва ми, про -
ду ци ру е мы ми дру гим штам мом.

Для про вер ки ста биль нос ти сме шан ной
куль ту ры бак те рии куль ти ви ро ва ли в жид кой ми -
не раль ной сре де с неф тью и в пол но цен ной сре де
5/5. Ино ку лят каж до го штам ма вно си ли в кол бу в
кон цен т ра ции 105 КОЕ/мл. Куль ти ви ро ва ние ве ли 
в те че ние 3 сут на бо га той сре де и 14 сут на ми не -
раль ной сре де с неф тью при тем пе ра ту ре 24° и
45°. В хо де куль ти ви ро ва ния про бы от би ра ли каж -
дые сут ки, вы пол ня ли се рию стан дар т ных раз ве -
де ний и вы се ва ли на чаш ки для под с че та чис лен -
нос ти кле ток.

Сос тав ле ние кон сор ци у ма тер мо то ле ран -
т ных штам мов и оцен ка его эф фек тив нос ти.
Кон сор ци у мы тер мо то ле ран т ных бак те рий сос тав -
ля ли на ос но ва нии изу чен ных в ра бо те свойств.
Кон сор ци у мы куль ти ви ро ва ли в жид кой сре де
Эван са с 2% неф ти и 3% со ли при 24° или 45° в те -
че ние 2 нед. По окон ча нии эк с пе ри мен та из ме ря -
ли ос та точ ную кон цен т ра цию уг ле во до ро дов ме то -
дом ИК - спек т рос ко пии на ана ли за то ре неф теп ро -
дук тов АН-2.

Мо де ли ро ва ние про цес са дес т рук ции неф -
ти в грун те кон сор ци у мом мик ро ор га низ мов.
В сте риль ный пе сок вно си ли соль до ко неч ной
кон цен т ра ции 3%, нефть (до 2%), сте риль ную
жид кую сре ду Эванса (до 10%) и бак те рии до ко -
неч ной кон цен т ра ции 1104 КОЕ/г. Эк с пе ри мент
про во ди ли как с мо но куль ту ра ми, так и с кон сор -
ци у мом штам мов. Для по лу че ния кон сор ци у ма от -
дель ные мо но куль ту ры вы ра щи ва ли, го то ви ли
сус пен зии с кон цен т ра ци ей кле ток 1104 КОЕ/г и
сме ши ва ли их в рав ных со от но ше ни ях. Суб с т рат
рых ли ли каж дые 3—4 дня. Эк с пе ри мент вы пол ня -
ли как при 24°, так и при 45°. По окон ча нии из ме -
ря ли ос та точ ную кон цен т ра цию уг ле во до ро дов
ме то дом ИК - спек т рос ко пии на ана ли за то ре неф -
теп ро дук тов АН-2.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Вы де ле ние чи с тых ку ль тур 
тер мо то ле ран т ных мик ро ор га низ мов 
и ха рак те ри сти ка их основ ных 
фи зио ло ги че ских па ра мет ров

Чис тые куль ту ры тер мо то ле ран т ных бак те -
рий (см. табл. 1) вы де ля ли пу тем тем пе ра тур ной
се лек ции при 45° из 86 штам мов бак те рий - неф те -
дес т рук то ров, по лу чен ных ме то дом на ко пи тель -
но го куль ти ви ро ва ния из грун то вых и вод ных об -

раз цов. Тер мо то ле ран т ные бак те рии, ис с ле ду е -
мые в дан ной ра бо те, бы ли спо соб ны рас ти и ути -
ли зи ро вать нефть и от дель ные уг ле во до ро ды в ди -
а па зо не тем пе ра тур 18—50°. Оп ти маль ной для
рос та бак те рий яв ля лась тем пе ра ту ра 35—37°,
что су щес т вен но от ли ча ло их от ши ро ко рас п рос т -
ра нен ных ме зо филь ных бак те рий, оп ти мум рос та
ко то рых не пре вы ша ет 28—30°. Все ис с ле ду е мые
тер мо то ле ран т ные штам мы рос ли на неф ти (в кон -
цен т ра ции до 5%), а штам мы 1D, 1G, Par6, Par7 и
Par5 — до 7% со ли в сре де куль ти ви ро ва ния, что
де ла ет их пер с пек тив ны ми для при ме не ния при
очис т ке за со лен ных грун тов и вод. Тем не ме нее, в 
за да чи ра бо ты не вхо дил по иск ис к лю чи тель но га -
ло фи лов, пос коль ку вве де ние до пол ни тель но го
фак то ра се лек ции су жа ло бы об ласть воз мож но го
при ме не ния пре па ра та, соз да ва е мо го на ос но ве
тер мо то ле ран т ных штам мов.

Все изу ча е мые тер мо то ле ран т ные штам мы
ути ли зи ро ва ли нефть и ди зель ное топ ли во при
тем пе ра ту ре до 50°. Штам мы 1D, 1G, Par5, Par6,
Par7, Par18 так же рос ли в при сут с т вии в сре де ли -
ней ных ал ка нов (до С20) в ка чес т ве ис точ ни ка уг -
ле ро да и энер гии. Штам мы AL-18 и L5A-BSU яв -
ля лись дес т рук то ра ми по ли а ро ма ти чес ких со е ди -
не ний наф та ли на, ан т ра це на, фе нан т ре на, флу о ре -
на, би фе ни ла и пи ре на. Та ким об ра зом, ши ро кие
ме та бо ли чес кие воз мож нос ти этих штам мов поз -
во ля ют ис поль зо вать их для сос тав ле ния кон сор -
ци у мов с целью даль ней ше го при ме не ния в сос та -
ве би оп ре па ра та.

Фи ло ге не ти че ский ана лиз и иден ти фи ка ция
тер мо то ле ран т ных бак те рий

Сог лас но ре зуль та там ана ли за нук ле о тид -
ных пос ле до ва тель нос тей фраг мен тов ге нов 16S
рРНК, сре ди ис с ле ду е мых тер мо то ле ран т ных
штам мов име ют ся пред с та ви те ли ро дов Gordonia
и Rhodococcus. Штам мы Par5, Par6, Par7, Par18 от -
не се ны к ро ду Rhodococcus; штам мы 1B, 1D и 1G
— к ро ду Gordonia.

При оп ре де ле нии ви до во го ста ту са штам мов
Gordonia в ка чес т ве мар ке ра ис поль зо ва ли ген alkB,
ко ди ру ю щий ал кан мо но ок си ге на зу. Ра нее [22, 23]
бы ло по ка за но, что бе лок - ко ди ру ю щие ге ны, та -
кие как gyrB и catA, эво лю ци о ни ру ют быс т рее,
чем rrn-опероны, а по то му бо лее ин фор ма тив ны
при так со но ми чес ком ана ли зе гор до ний. Так же ра -
нее уже бы ло ус та нов ле но, что ва ри а бель ность ну -
к ле о тид ных пос ле до ва тель нос тей ге на alkB мо жет
быть ис поль зо ва на для ви до вой диф фе рен ци а ции
штам мов р. Gordonia на ря ду с дру ги ми фи ло ге не -
ти чес ки ми мар ке ра ми — 16S рРНК, gyrB и catA
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[21]. При сек ве ни ро ва нии ге нов alkB бы ли по лу че -
ны пос ле до ва тель нос ти дли ной от 480 до 510 п.н.

Штам мы 1B, 1D и 1G бы ли вы де ле ны из од -
но го об раз ца (поч ва из шла мо на ко пи те ля, Мос к -
ва); од на ко ана лиз ге на alkB, а так же при ве ден ные 
да лее фи зи о ло ги чес кие ха рак те рис ти ки штам мов
сви де тель с т ву ют, что они не яв ля ют ся суб к ло на -
ми. Штамм 1B вхо дит в один клас тер с ти по вым
штам мом G. amicalis, а штам мы Gordonia sp. 1D и
Gordonia sp. 1G на хо дят ся в дру гом клас те ре (рис.
1). Учи ты вая уро вень сход с т ва пос ле до ва тель нос -
тей ге на alkB у ти по вых штам мов р. Gordonia [21], 
штамм 1B иден ти фи ци ро ван как G. amicalis, а
штам мы 1D и 1G пред с тав ля ют, воз мож но, но вый

вид дан но го ро да. Фи ло ге не ти чес кие де ревья
стро и ли по ал го рит мам Neighbor Joining и Maxi -
mum Parsimony; по ка за но, что вне за ви си мос ти от
ал го рит ма штамм 1B (но мер пос ле до ва тель нос ти
alkB в GenВank KT862535) на хо дит ся в от дель ном 
от 1D и 1G клас те ре.

От дель ный ви до вой ста тус штам ма Gor -
donia sp. 1D под т вер ж да ет ся и дан ны ми ана ли за
гена gyrB. Уро вень сход с т ва меж ду Gordonia sp.
1D и ти по вым штам мом G. amicalis по гену gyrB
сос тав ля ет 92,2%, что не поз во ля ет, нес мот ря на
бли зость на фи ло ге не ти чес ком де ре ве по гену
gyrB, од ноз нач но от нес ти штамм 1D к ви ду G. ami -
calis (рис. 2).
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Рис. 1. Фи ло ге не ти чес кое де ре во, пос т ро ен ное на ос но ве ана ли за нук ле о тид ных пос ле до ва тель нос тей ге на alkB и по ка -
зы ва ю щее по ло же ние штам мов 1B, 1D и 1G сре ди близ ко род с т вен ных штам мов р. Gordonia

Fig. 1. A phylogenic tree created on the basis of the analysis of the alkB  gene nucleotide sequences that demonstrates the position 
of the 1B, 1D and 1G strains among closely related strains of the Gordonia genus

Рис. 2. Фи ло ге не ти чес кое де ре во, пос т ро ен ное на ос но ве ана ли за нук ле о тид ных пос ле до ва тель нос тей ге на gyrB и по ка -
зы ва ю щее по ло же ние штам ма 1D сре ди близ ко род с т вен ных штам мов р. Gordonia

Fig. 2. A phylogenic tree created on the basis of the analysis of the gyrB gene nucleotide sequences that demonstrates the
position of the 1D strain among closely related strains of the Gordonia genus



Сре ди тер мо то ле ран т ных штам мов, близ -
ких по дан ным ана ли за 16S рРНК к Rhodococcus
еrythropolis, сте пень го мо ло гии по пос ле до ва тель -
нос тям гена gyrB сос тав ля ет от 94,0% до 99,7%.
Так со но ми чес кая ре ви зия R. jialingiae и R. qing -
shengii [24], двух близ ких ви дов к виду R. ery thro -
polis, поз во ля ет клас си фи ци ро вать уро вень сход с -
т ва меж ду ними по гену gyrB (око ло 95% и ни же)
как меж ви до вой. По дан ным ана ли за gyrB, штамм 
Par6 (99,5% го мо ло гии) иден ти фи ци ро ван как R. ery -
thropolis, а ос таль ные 3 упо мя ну тых выше штам -
ма мо гут пред с тав лять но вый вид или виды в сос -
та ве р. Rhodococcus.

Штам мы 8А-3А и А2-6 по ре зуль та там ана -
ли за пос ле до ва тель нос ти ге на 16S рРНК оп ре де ле -
ны со от вет с т вен но как Rhodococcus sp. и Deino -
coccus sp. Пос ле до ва тель нос ти ге нов 16S рРНК
штам мов L5A-BSU и AL-18 бы ли близ ки к пос ле -
до ва тель нос тям это го ге на у ти по во го штам ма
R. pyridinivorans. Кро ме то го, штам мы ути ли зи ро -
ва ли пи ри дин в ка чес т ве един с т вен но го ис точ ни -
ка уг ле ро да, что поз во ли ло оп ре де лить их как R. py -
ri dinivorans на ос но ва нии спо соб нос ти к рос ту на
мар кер ном суб с т ра те.

Та ким об ра зом, боль шин с т во ис с ле ду е мых
тер мо то ле ран т ных бак те рий от но сят ся к ро дам
Gordonia и Rhodococcus. Пред с та ви те ли обо их ро -
дов яв ля ют ся рас п рос т ра нен ны ми ме зо филь ны -
ми неф те дес т рук то ра ми, од на ко о спо соб нос ти
пред с та ви те лей ви дов G. amicalis и R. erythropolis

ути ли зи ро вать уг ле во до ро ды при тем пе ра ту ре вы -
ше 40° ра нее не со об ща лось.

Ана лиз спо соб но сти штам мов ути ли зи ро вать
нефть в мо де ль ных си с те мах при раз лич ных
тем пе ра ту рах и со став ле ние кон сор ци у мов
тер мо то ле ран т ных бак те рий

При пер вич ном скри нин ге с целью от бо ра
на и бо лее эф фек тив ных бак те рий 11 тер мо то ле ран -
т ных штам мов куль ти ви ро ва ли в жид кой ми не -
раль ной сре де с неф тью в те че ние 14 сут при тем -
пе ра ту ре 24° и 45°. По окон ча нии эк с пе ри мен та из -
ме ря ли ос та точ ную кон цен т ра цию неф ти в сре де
куль ти ви ро ва ния и оце ни ва ли сте пень ее бак те ри -
аль ной дес т рук ции за вы че том аби о ти чес кой убы -
ли. На и бо лее ак тив но этот про цесс осу щес т в ля ли
штам мы Gordonia sp. 1D (55% и 25% неф ти при
24° и 45°, со от вет с т вен но), R. pyridinivorans
L5A-BSU (19% и 27%, со от вет с т вен но) и Rho -
dococcus sp. Par7 (24% и 20%, со от вет с т вен но).
Аби о ти чес кая по те ря неф ти при 24° и 45° сос та ви -
ла 6% и 11%, со от вет с т вен но (рис. 3).

Та ким об ра зом, по ре зуль та там оцен ки сте -
пе ни мик роб ной дес т рук ции неф ти бы ли отоб ра -
ны штам мы — эф фек тив ные тер мо то ле ран т ные
дес т рук то ры неф ти: Gordonia sp. 1D, Rhodococcus
sp. Par7, R. pyridinivorans L5A-BSU, Deinococcus
sp. A2-6, Gordonia sp. 1G, Rhodococcus sp. Par6. Из 
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Рис. 3. Сте пень дес т рук ции неф ти тер мо то ле ран т ны ми штам ма ми в жид кой сре де за 14 сут при тем пе ра ту ре 24° и 45°
(за вы че том аби о ти чес кой убы ли)

Fig. 3. Rate of oil destruction by thermotolerant strains in liquid medium for 14 days at 24°C and 45°C (minus abiotic losses).
(Y axis, oil degradation degree, %; X axis, strain)



них бы ло сос тав ле но 4 раз лич ных кон сор ци у ма
(табл. 3).

При сос тав ле нии кон сор ци у мов учи ты ва ли
фи зи о ло ги чес кие осо бен нос ти штам мов, в час т -
нос ти, спектр окис ля е мых суб с т ра тов. Кон сор ци у -
мы сос тав ля ли та ким об ра зом, что бы в них при -
сут с т во ва ли дес т рук то ры как ал ка нов, так и аро ма -
ти чес ких со е ди не ний. Нап ри мер, в сос тав кон сор -
ци у ма В вхо дят штам мы Gordonia sp. 1D и Rho -
dococcus sp. Par7, ути ли зи ру ю щие ши ро кий
спектр ли ней ных ал ка нов, а так же дес т рук тор по -
ли а ро ма ти чес ких со е ди не ний R. pyridinivorans
L5A-BSU. По доб ран ные та ким об ра зом кон сор ци -
у мы ути ли зи ру ют мак си маль но ши ро кий спектр
ком по нен тов неф ти, а сос тав ля ю щие их бак те рии
не кон ку ри ру ют за дос туп ные суб с т ра ты.

Для изу че ния про цес са дес т рук ции неф ти и 
срав не ния его эф фек тив нос ти кон сор ци у мы куль -
ти ви ро ва ли в жид кой ми не раль ной сре де, со дер -
жа щей 2% неф ти и 3% со ли в те че ние 14 сут. Дег -
ра да ци он ную ак тив ность бак те рий оце ни ва ли по
сум мар но му по ка за те лю убы ли неф ти в жид кой
сре де. Аби о ти чес кие по те ри неф ти сос тав ля ли 5%
и 12%, со от вет с т вен но, при 24° и 45°. На и боль шую 
сте пень дес т рук ции неф ти наб лю да ли в сис те ме с
кон сор ци у мом В (рис. 4): 68% неф ти при 24° и
40% неф ти при 45°. Та ким об ра зом, на и бо лее эф -
фек тив ным со че та ни ем мик ро ор га низ мов для кон -
сор ци у ма как ос но вы би оп ре па ра та тер мо то ле ран т -
ных неф те дес т рук то ров яв лял ся ва ри ант В
(Rhodococcus sp. Par7, R. pyridinivorans L5A-BSU
и Gordonia sp. 1D). Штам мы кон сор ци у ма де по ни -
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Та б ли  ца  3
Tab le  3

Со став кон сор ци у мов для био де ст рук ции не фти на осно ве тер мо то ле ран т ных бак те рий
Com po si ti on of con sor tia on the ba sis of ther mo to le rant bac te ria for oil bi o des t ruc ti on

Кон сор ци ум А

Con sor ti um A

Кон сор ци ум Б

Con sor ti um B

Кон сор ци ум В

Con sor ti um C

Кон сор ци ум Г

Con sor ti um D

R. pyridinivorans L5A-BSU
Gordonia sp. 1G
Gordonia sp.1D

Rhodococcus sp. Par6
Deinococcus sp. A2-6
Gordonia sp.1D

Rhodococcus sp. Par7
R. pyridinivorans L5A-BSU
Gordonia sp.1D

Deinococcus sp. A2-6
Rhodococcus sp. Par7
Gordonia sp.1D

Рис. 4. Сте пень дес т рук ции неф ти сос тав лен ны ми кон сор ци у ма ми тер мо то ле ран т ных бак те рий в жид кой ми не раль ной
сре де за 14 сут при тем пе ра ту ре 24° и 45° (за вы че том аби о ти чес кой убы ли)

Fig. 4. Rate of oil destruction by composed consortia of thermotolerant bacteria in liquid mineral medium for 14 days at 24°C
and 45°C (minus abiotic losses). (Y axis, oil degradation degree, %; X axis, consortium)



ро ва ны во Все рос сий с кой Кол лек ции Мик ро ор га -
низ мов под сле ду ю щи ми но ме ра ми: Gordonia sp.
1D — ВКМ Ас-2720 Д, Rhodococcus sp. Par7 —
ВКМ Ас-2722 Д и R. pyridinivorans L5A-BSU —
ВКМ Ас-2721 Д.

Эф фек тив ность де гра да ции не фти 
кон сор ци у мом тер мо то ле ран т ных 
штам мов в грун те

Для оцен ки эф фек тив нос ти отоб ран ных тер -
мо то ле ран т ных штам мов и кон сор ци у ма в грун те
в ус ло ви ях жар ко го кли ма та бы ла ис поль зо ва на
мо дель заг ряз нен ной поч вы (см. раз дел «Ус ло вия
эк с пе ри мен та») со сле ду ю щи ми ха рак те рис ти ка -
ми: со дер жа ние неф ти — 2%, со дер жа ние со ли —
3%, влаж ность — 10%. Ино ку лят вно си ли до ко -
неч ной кон цен т ра ции 104 КОЕ/г грун та. Эк с пе ри -
мент про во ди ли как при 24°, так и при 45°. По
окон ча нии эк с пе ри мен та из ме ря ли ос та точ ную
кон цен т ра цию уг ле во до ро дов и аби о ти чес кую
убыль в сис те мах без мик ро ор га низ мов ме то дом
ИК - спек т ро мет рии. Пос лед няя сос та ви ла 20% и
33%, со от вет с т вен но, че рез 21 сут при тем пе ра ту -
ре 24° и 45°.

В про цес се дес т рук ции неф ти в грун те кон -
сор ци у мом бы ло ути ли зи ро ва но 70% и 59% неф -
ти (при тем пе ра ту ре 24° и 45°, со от вет с т вен но)
(рис. 5), что зна чи тель но пре вы ша ет дан ные, по лу -
чен ные для ин ди ви ду аль ных штам мов.

Сте пень ути ли за ции неф ти в грун те ин ди ви -
ду аль ны ми штам ма ми при 24° и 45° сос та ви ла со -
от вет с т вен но 45% и 40% для Gordonia sp. 1D,
32% и 38% для R. pyridinivorans L5A-BSU и 34% и 
29% для R. erythropolis Par7. Та ким об ра зом, ис -
поль зо ва ние этих штам мов сов мес т но в сос та ве
кон сор ци у ма зна чи тель но по вы ша ет эф фек тив -
ность дес т рук ции неф ти как в жид кой ми не раль -
ной сре де, так и в грун те.

Оцен ка ста би ль но сти кон сор ци у ма при 24° 
и 45° в жид кой ми не ра ль ной сре де с не фтью

Ди на ми ку чис лен нос ти мик ро ор га низ мов
кон сор ци у ма В изу ча ли как при уме рен ной (24°),
так и при по вы шен ной (45°) тем пе ра ту ре в жид -
кой сре де Эван са с 2% неф ти и 3% со ли в те че ние
25 сут. По сев ная до за каж до го штам ма сос тав ля ла 
105 КОЕ/мл. Штам мы вно си ли в со от но ше нии
1:1:1. Бак те рии, вне сен ные в сис те му в оди на ко -
вой ис ход ной кон цен т ра ции, де мон с т ри ро ва ли
раз лич ную ско рость рос та. Так, при 24° у штам ма
Par7 эк с по нен ци аль ная фа за на чи на лась уже на
3-и сут ки рос та. У штам ма L5A-BSU в пер вые 72 ч
куль ти ви ро ва ния при 24° от ме ча ли па де ние чис -
лен нос ти на по ря док от но си тель но ис ход ной кон -
цен т ра ции, пос ле че го на чи на лась фа за ло га риф -
ми чес ко го рос та. Ло га риф ми чес кий рост ро до кок -
ков прек ра щал ся прак ти чес ки од нов ре мен но на
7-е сут ки рос та, пос ле че го в хо де эк с пе ри мен та
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Рис. 5. Сте пень дес т рук ции неф ти за 21 сут ин ди ви ду аль ны ми штам ма ми 1D, Par7 и L5A-BSU и их кон сор ци у мом (кон -
сор ци ум В) в грун те, из на чаль но заг ряз нен ном 2% неф ти и 3% со ли, при влаж нос ти 10% и тем пе ра ту ре 24° или 45°

Fig. 5. Rate of oil destruction by individual strains and a composed consortium (Consortium B) of thermotolerant bacteria in soil
initially contaminated by 2% oil and 3% saline at humidity of 10% and 24°C or 45°C for 21 days (minus abiotic losses). (Y axis, oil
degradation degree, %; X axis, strain or consortium)



наб лю да ли пе ри о ды ста би ли за ции чис лен нос ти,
па де ния и вто рич но го рос та.

Рос то вые ха рак те рис ти ки куль ту ры штам ма 
Gordonia sp. 1D в сос та ве кон сор ци у ма В от ли ча -
лись от ха рак те рис тик куль тур ро до кок ков.
Штамм де мон с т ри ро вал дол гий пе ри од лаг - фа зы
(5 сут), ког да его чис лен ность, упав шая от но си -
тель но ис ход ной на по ло ви ну по ряд ка, не из ме ня -
лась. По окон ча нии 5 сут штамм 1D пе ре хо дил в
ло га риф ми чес кую фа зу рос та, ко то рая за кан чи ва -
лась к 200-му ча су рос та. Тем не ме нее, чис лен -
ность штам ма про дол жа ла рас ти, и окон ча тель -
ную ста би ли за цию наб лю да ли че рез 250 ч пос ле
на ча ла куль ти ви ро ва ния. Пос ле это го штамм
Gordonia sp. 1D, как и ос таль ные штам мы кон сор -
ци у ма, де мон с т ри ро вал неп ро дол жи тель ные пе -
ри о ды па де ния чис лен нос ти и вто рич но го рос та.

На мо мент окон ча ния эк с пе ри мен та (25-е
сут ки) при 24° чис лен ность штам мов в кон сор ци у -
ме бы ла при мер но оди на ко вой и сос тав ля ла 3106

КОЕ/мл для штам ма R. pyridinivorans L5A-BSU,
1106 КОЕ/мл для R. erythropolis Par7 и 2106

КОЕ/мл для Gordonia sp. 1D. Та ким об ра зом, кон -
сор ци ум, сос тав лен ный из трех штам мов тер мо то -
ле ран т ных бак те рий, де мон с т ри ро вал ста биль -
ность сос та ва на про тя же нии как ми ни мум 25 сут.
Штам мы не про яв ля ли вза им но го ан та го низ ма,
дли тель ность фаз их раз ви тия в сме шан ной куль -
ту ре поч ти не от ли ча лась от та ко вой в ин ди ви ду -
аль ной куль ту ре.

Ки не ти ка чис лен нос ти трех штам мов в сме -
шан ной куль ту ре при 45° бы ла иной, чем при 24°.
При по вы шен ной тем пе ра ту ре для ро до кок ков бы -
ла ха рак тер на бо лее дол гая лаг - фа за (око ло 5 сут).
Что ка са ет ся гор до нии, то вре мя ее пе ре хо да в фа -
зу эк с по нен ци аль но го рос та не из ме ни лось по
срав не нию с рос том при 24°. По окон ча нии эк с по -
нен ци аль ной фа зы штам мы Par7, 1D и L5A-BSU
дос ти га ли чис лен нос ти со от вет с т вен но 2107,
3107 и 2,4107 КОЕ/мл при на чаль ной кон цен т ра -
ции каж до го из них 1105 КОЕ/мл. Пос ле это го в
сис те ме наб лю да ли ста би ли за цию чис лен нос ти
всех трех куль тур с пос ле ду ю щим мед лен ным па -
де ни ем ко ли чес т ва жиз нес по соб ных кле ток. На
25-е сут ки рос та чис лен ность штам мов кон сор ци -
у ма сос тав ля ла 2105, 3105, 3.2105 КОЕ/мл для
штам мов Par7, 1D и L5A-BSU, со от вет с т вен но. Из 
по лу чен ных дан ных мож но зак лю чить, что нес -
мот ря на ко ле ба ния в про цес се раз ви тия сме шан -
ной куль ту ры, чис лен ность кле ток в оп ре де лен -
ный мо мент вре ме ни ста би ли зи ру ет ся и все штам -
мы кон сор ци у ма рас тут, не по дав ляя друг дру га.
Ин те рес но от ме тить, что нес мот ря на дос та точ но

близ кое род с т во вхо дя щих в кон сор ци ум штам -
мов они не про яв ля ют вза им но го ан та го низ ма; на -
о бо рот, од нов ре мен ное их при сут с т вие в неф те заг -
ряз нен ной сис те ме по вы ша ет эф фек тив ность
очис т ки. Та кой ре зуль тат мо жет быть свя зан с тем, 
что суб с т ра та ми трех штам мов яв ля ют ся раз ные
ком по нен ты неф ти и это обес пе чи ва ет от сут с т вие
кон ку рен ции за дос туп ные суб с т ра ты.

Ана лиз ин фор ма ции о раз ра бо тан ных на
тер ри то рии Рос сии и стран СНГ би оп ре па ра тах
для дес т рук ции неф ти и про ве ден ный па тен т ный
по иск по ка за ли, что мак си маль ная ра бо чая тем пе -
ра ту ра для мик ро ор га низ мов, вхо дя щих в эти пре -
па ра ты, не пре вы ша ет 40—42° [25—27]. В нас то я -
щей ра бо те впер вые пред ло жен кон сор ци ум тер -
мо то ле ран т ных ак ти но ми це тов, осу щес т в ля ю -
щий эф фек тив ную дес т рук цию неф ти не толь ко
при уме рен ной, но так же при по вы шен ной (до
50°) тем пе ра ту ре. Пос коль ку ана ло гич ных раз ра -
бо ток па тен т ный по иск не вы я вил, бы ла по да на за -
яв ка на изоб ре те ние на па тент РФ [28].

Из вес т но, что оп ти маль ное со дер жа ние во -
ды в поч ве для боль шин с т ва неф те о кис ля ю щих
мик ро ор га низ мов оп ре де ля ет ся влаж нос тью
30—60% [29, 30]. Так нап ри мер, для пре па ра та
Мик ро зим Пет рот рит (раз ра бот ка РСЭ «Трей -
динг»), пред с тав лен но го со че та ни ем 12 мик ро ор -
га низ мов 5 ро дов и так же спо соб но го раз ла гать уг -
ле во до ро ды при по вы шен ной (40—45°) тем пе ра -
ту ре, влаж ность грун та дол ж на быть не ме нее
30%. Од на ко при тем пе ра ту ре ок ру жа ю щей сре ды 
вы ше 40° на под дер жа ние та кой влаж нос ти тре бу -
ет ся боль шой рас ход во ды.

Сре ди средств, раз ра бо тан ных за пре де ла -
ми Рос сии с целью уда ле ния неф ти из ок ру жа ю -
щей сре ды, мож но от ме тить пре па рат с ус лов ным
наз ва ни ем Ми кот рих и его бо лее поз д нюю мо ди -
фи ка цию [31, 32], соз дан ные для очис т ки поч во -
г рун тов и неф теш ла мов в Ка зах с та не. В сос тав
дан но го пре па ра та вхо дят бак те рии Mycobacte -
rium thermoresistible 119-3ГМ, Rhodococcus equi
51KC и дрож жи Trichosporon cutaneum P20CO2 в
со от но ше нии 1:1:1. Осо бен нос тью пре па ра та яв -
ля ет ся спо соб ность мик ро ор га низ мов в его сос та -
ве ути ли зи ро вать вы со кие (око ло 70%) кон цен т ра -
ции неф ти. Од на ко ис пы та ния Ми кот ри ха бы ли
про ве де ны при тем пе ра ту ре не вы ше 35°, а дан -
ные о ми ни маль но до пус ти мой влаж нос ти и до -
пус ти мой со ле нос ти сре ды от сут с т ву ют.

Та ким об ра зом, пред ло жен ный в дан ной ра -
бо те кон сор ци ум эф фек тив но ути ли зи ру ет нефть
при низ кой влаж нос ти грун та (10%), что со от вет с -
т ву ет сред не му зна че нию влаж нос ти почв и грун -
тов по лу пус тынь. Эф фек тив ность бак те ри аль но -
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го кон сор ци у ма в грун те при низ ких по ка за те лях
его влаж нос ти по ка за на впер вые. Би оп ре па рат на
ос но ве кон сор ци у ма тер мо то ле ран т ных ак ти но ми -
це тов пер с пек ти вен для при ме не ния в за со лен ных 
(до 7%) во дах и грун тах, а так же в ус ло ви ях низ -
кой влаж нос ти грун та (10%) при тем пе ра ту ре до
50°. Дан ная раз ра бот ка мо жет быть ис поль зо ва на
для очис т ки неф те заг ряз нен ных грун тов и вод на
тер ри то рии Рос сии и дру гих стран, рас по ло жен -
ных в ре ги о нах с жар ким кли ма том.

Ра бо та вы пол не на при фи нан со вой под дер -
ж ке Рос сий с ко го фон да фун да мен таль ных ис с ле -
до ва ний (про ект Бел_а № 14-04-90030).
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De sign of a  Con sor t i  um of Th er  mo to le -
rant  Bac te r ia as a  Ba s is for a Bi op re pa ra  t i  on
to Re me  di  a  te  Oil-Con ta mi na ted So i ls  and
Wa ter on  Ter  ri  to r i es with Hot Cli ma te

For the first time, the bac te ri al con sor ti um con sis ting of
ther mo to le rant oil-des t ruc ting stra ins of Gor do nia sp. 1D VKM
Ac-2720 D, Rho do coc cus sp. Par7 VKM Ac-2722 D and R. py ri -

di ni vo rans L5A-BSU VKM Ac-2721 D for the pet ro le um des t -
ruc ti on in so ils and wa ter in the hot cli ma te re gi ons has been de -
sig ned. The con sor ti um is ef fec ti ve in so ils and wa ter at the tem -
pe ra tu res up to 50°C, me di um sa li ni ty up to 7% and hu mi di ty
abo ut 10%. For in s tan ce, the ef fi ci en cy of the oil de gra da ti on in
mo del soil was 70% and 59% for 21 days at 24°C and 45°C, res -
pec ti ve ly. The as so ci a ti on of the thermo to le rant oil de gra der
strains can be used as a ba sis for a bi op re pa ra ti on for re me di a ti on
of oil-pol lu ted so ils and wa ter in the hot cli ma te re gi ons.

Key words: bi o deg ra da ti on, bi o re me di a ti on, con sor ti um,
hot cli ma te, pet ro le um, ther mo to le rant bac te ria.
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