
Раз ра бот ка мик ро бных био пре па ра тов для
ути ли за ции не фтя ных за гряз не ний яв ля ет ся од -
ним из пер с пек тив ных на прав ле ний био тех но ло -
гии. Пред по ла га е мое рас ши ре ние ин ду ст рии неф -
те до бы чи в ар к ти че ском ре ги о не уве ли чи ва ет ин -
те рес к дан ной те ме, а так же тре бу ет раз ра бот ки
но вых пре па ра тов, ко то рые бы функционировали
в усло ви ях низ ких тем пе ра тур. Ути ли за ция неф те -
про дук тов мик ро ор га низ ма ми — мно го ста дий -

ный про цесс, важ ны ми эта па ми ко то ро го яв ля ют -
ся про дук ция мик ро ор га низ ма ми био сур фак тан -
тов и био дег ра да ция уг ле во до ро дов до бо лее про -
стых со е ди не ний [1]. Про цесс со зда ния био пре па -
ра та вклю ча ет не то ль ко по иск и ис сле до ва ние
мик ро ор га низ мов, ак тив ных в от но ше нии не фти,
но и мно же ст во дру гих за дач, од ной из ко то рых яв -
ля ет ся раз ра бот ка под хо дя щих ме то дов хра не ния
эф фек тив ных штам мов.
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Про ве де но ис с ле до ва ние мор с ких псих ро ак тив ных мик ро ор га низ мов, спо соб ных к
дес т рук ции уг ле во до ро дов при 4°. Оце ни ва ли би о э муль ги ру ю щую ак тив ность и
убыль уг ле во до ро дов неф ти при ис поль зо ва нии куль тур Cobetia marina S2 и
Nocardia coeliaca S1. На ос но ва нии по лу чен ных ре зуль та тов пред с тав ля ет ся воз -
мож ным оп ре де лить дан ные штам мы как пер с пек тив ные ком по нен ты би оп ре па ра -
та для ути ли за ции неф тя ных заг ряз не ний в ар к ти чес ком ре ги о не. Ис с ле ду е мые
куль ту ры сох ра ня ли ме то дом ли о филь но го вы су ши ва ния, пос ле че го оце ни ва ли ус -
той чи вость штам мов к ус ло ви ям ли о фи ли за ции и вли я ние сос та ва за щит ной сре ды
на жиз нес по соб ность и ак тив ность мик роб ных кле ток при раз лич ных ус ло ви ях хра -
не ния. Ус та нов ле но, что са ха ро за в со че та нии с су хим обез жи рен ным мо ло ком яв ля -
ет ся бо лее эф фек тив ной за щит ной сре дой для ли о фи ли за ции куль тур C. marina S2 и 
N. coeliaca S1 по срав не нию с тре мя дру ги ми ис с ле до ван ны ми про тек то ра ми. По ка -
за но, что вре мя хра не ния штам мов силь но за ви сит от их ви до вой при над леж нос ти.
С ис поль зо ва ни ем сре ды «са ха ро за + СОМ» прог но зи ру е мый срок хра не ния при 4°
для C. marina S2 сос тав ля ет око ло 5 мес, в то вре мя как для штам ма N. coeliaca S1 — 
не ме нее 100 лет. Был так же изу чен вклад эмуль ги ро ва ния в убыль уг ле во до ро дов
неф ти и пред ло же на ги по те за, оп ре де ля ю щая роль дан но го про цес са в ходе мик роб -
ной ути ли за ции неф тя ных заг ряз не ний.

Клю че вые сло ва: би о ре ме ди а ция, би о сур фак тан ты, би о э муль ги ро ва ние, дес т рук ция уг ле во до ро дов, ли о фи ли за ция, уг -
ле во до ро до кис ля ю щая ак тив ность, ус ко рен ное хра не ние.
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Фе до рен ко Вик то рия Ни ко ла ев на, Кня зюк Мар га ри та Кон стан ти нов на, Не тру сов Алек сандр Ива но вич, Ше с та ков Ан д рей Ин -
но кенть е вич.

Спи сок со кра ще ний: БС — бес кле точ ный су пер на тант; КЖ — ку ль ту ра ль ная жид кость; КОЕ — ко ло ние об ра зу ю щая еди ни ца;
НД — смесь не фти и ди зе ль но го топ ли ва; ПАВ— по вер х но ст но-ак тив ное ве ще ст во; ПЦР — по ли ме раз ная цеп ная ре ак ция;
СОМ — су хое обез жи рен ное мо ло ко.

* Ав то р для пе ре пи с ки.



В рам ках изу че ния про цес сов ути ли за ции
не фти наи бо ль шее вни ма ние уде ля ет ся био дег ра -
да ции ее ком по нен тов [1, 2]; од на ко не ме нее важ -
ным ас пек том де я те ль но сти мик ро ор га низ мов яв -
ля ет ся про дук ция био сур фак тан тов. Син тез по вер х -
но ст но-ак тив ных ве ществ при во дит к со лю би ли -
за ции не фти, что по вы ша ет ее до ступ ность как ис -
точ ни ка пи та те ль ных ве ществ для кле ток мик ро -
ор га низ мов и об лег ча ет био дег ра да цию [3, 4]. Кро -
ме то го, при эму ль ги ро ва нии неф те про дук тов про -
ис хо дит уве ли че ние уде ль ной пло ща ди взаи мо -
дей ст вия по вер х но сти уг ле во до род ных ка пель с
жид кой и га зо вой фа за ми, что спо соб ст ву ет ин тен -
си фи ка ции про цес са ис па ре ния уг ле во до ро дов с
во дной по вер х но сти [5]. Сле до ва те ль но, в ка че ст -
ве осно вы для био пре па ра тов дол жны быть ис по -
ль зо ва ны штам мы мик ро ор га низ мов, как спо соб -
ные к фер мен та тив но му окис ле нию уг ле во до ро -
дов, так и про ду ци ру ю щие био сур фак тан ты раз -
лич ных ти пов.

Раз ра бот ка тех но ло гии про из вод ст ва био -
пре па ра тов, спо соб ных дли те ль но со хра нять жиз -
не спо соб ность и фун к ци о на ль ную ак тив ность
кле ток мик ро ор га низ мов раз лич ных си с те ма ти че -
ских групп, яв ля ет ся ак ту а ль ной за да чей со вре -
мен ной био тех но ло гии [6, 7]. Ли о фи ль ное (суб ли -
ма ци он ное) вы су ши ва ние за ре ко мен до ва ло се бя
как на деж ный ме тод дли те ль но го хра не ния мик ро -
бной био мас сы, а су хие фор мы пре па ра тов — как
наи бо лее удоб ные фор мы для транс пор ти ров ки на 
бо ль шие рас сто я ния. Вме с те с тем, эф фек тив -
ность ли о фи ли за ции за ви сит от мно же ст ва фак то -
ров: био ло ги че ских осо бен но стей мик ро ор га низ -
мов, свя зан ных с их ви до вой спе ци фич но стью,
воз ра с та ку ль ту ры, со ста ва за щит ных сред, ре жи -
ма суб ли ма ции, усло вий хра не ния и т.д.

Цель на сто я ще го ис сле до ва ния со сто я ла в
вы яв ле нии осо бен но стей по вер х но ст но-ак тив ных
ве ществ, про ду ци ру е мых бак те ри я ми C. ma ri na
S2 и N. co e li a ca S1, оцен ке вкла да про цес са био э -
му ль ги ро ва ния в убыль уг ле во до ро дов не фти, ис -
сле до ва нии жиз не спо соб но сти штам мов по сле ли -
о фи ли за ции и в про цес се хра не ния и их био ло ги -
че ской ак тив но сти по сле вос ста нов ле ния из вы су -
шен но го со сто я ния.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Объ ек та ми ис сле до ва ния яв ля лись чи с тые
ку ль ту ры мик ро ор га низ мов N. co e li a ca S1 и C. ma -
ri na S2, вы де лен ные из мик ро бно го со об ще ст ва
Csha2, по лу чен но го из про бы неф те заг ряз нен ной
сме си во до рос лей пор то вой зо ны г. Кан да лак ша.

 Пи та те ль ные сре ды и усло вия ку ль ти ви -
ро ва ния мик ро ор га низ мов. Вы ра щи ва ние мик -
ро ор га низ мов про во ди ли на пи та те ль ных сре дах
сле ду ю ще го со ста ва, г/л:

• мо ди фи ци ро ван ная сре да Pla te Co unt
Agar (PCA): K2HPO4 — 1,5 («Хим мед»); КH2PO4
— 0,75 («Хим мед»); MgSO47H2O — 1,0 (Ap pliC -
hem); (NH4)2SO4 — 4,0 (Ap pliC hem); NaCl — 30
(Pan re ac); гид ро ли зат ка зе и на — 5,0 (Hi me dia);
дрож же вой эк ст ракт — 2,5 (He li con); D(+)-глю ко -
за — 1,0; ди с тил ли ро ван ная во да, рН 7,0;

• мо ди фи ци ро ван ная сре да Та у со на [8]:
K2HPO4 — 1,5; KH2PO4 — 0,75; MgSO47H2O —
1,0; (NH4)2SO4 — 4,0; NaCl — 30,0; гид ро ли зат ка -
зе и на (Hi me dia) — 0,5; дрож же вой эк ст ракт (He li -
con) — 0,1; ди с тил ли ро ван ная во да, рН 7,0. Сре ды 
сте ри ли зо ва ли па ром при 0,5 ати в те че ние 30 мин.
Для по лу че ния плот ных сред ис по ль зо ва ли пла с -
тин ча тый агар («ФГУП ГНЦ ПМИБ», Обо ленск)
в ко ли че ст ве 20 г/л.

В ка че ст ве гид ро фоб ных суб ст ра тов в раз -
лич ных эк с пе ри мен тах ис по ль зо ва ли сле ду ю щие
ком по нен ты: гек са де кан («ч.»; про из вод ст во «Ре а -
хим»); смесь то вар ной не фти Во зей ско го мес то -
рож де ния (плот ность 37,9оAPI, cер ни стость 0,66 %,
ха рак те ри зу ет ся как тя же лая, вяз кая, с вы со ким со -
дер жа ни ем смол и ас фа ль те нов) и ди зе ль но го топ -
ли ва в со от но ше нии 1:1 по объ е му (смесь НД). Уг -
ле во до ро ды сте ри ли зо ва ли в гер ме тич ных стек лян -
ных фла ко нах па ром в те че ние 30 мин при 1 ати и
от де ль но вно си ли в сре ду по сле сте ри ли за ции в
ко ли че ст ве 1 % по объ е му.

Для оцен ки убы ли уг ле во до ро дов чи с тые ку -
ль ту ры вы ра щи ва ли в 100 мл мо ди фи ци ро ван ной
сре ды Та у со на с до бав ле ни ем сме си НД. Ку ль ти ви -
ро ва ние мик ро ор га низ мов про во ди ли в круг лых
плос ко дон ных кол бах ем ко стью 250 мл в ор би та -
ль ной ка чал ке (130 об/мин) с си с те мой кон т ро ля
тем пе ра тур In no va 43/43R (New Brun s wick Sci en ti -
fic) при 4° в те че ние 7 сут.

Ис сле до ва ние био э му ль ги ру ю щей ак тив -
но сти штам мов про во ди ли на обо их ти пах сред; в
не ко то рых ва ри ан тах эк с пе ри мен та в опыт ные
кол бы до пол ни те ль но вно си ли гек са де кан в ко ли -
че ст ве 1% по объ е му. Ку ль ти ви ро ва ние осу ще ст в -
ля ли в 100 мл пи та те ль ной сре ды в ор би та ль ной
ка чал ке (New Brun s wick Ex cel la E24/24R In cu ba tor 
sha ker) (130 об/мин) при 25°. Время ку ль ти ви ро ва -
ния для штам ма N. co e li a ca S1 со став ля ло 3 сут,
для C. ma ri na S2 — 24 ч. Тем пе ра тур ный ре жим
был по до бран ис хо дя из то го, что дан ные ку ль ту -
ры про яв ля ют спо соб ность к био э му ль ги ро ва нию 
как при 4°, так и при 25° (ви зу а ль ная оцен ка в
пред ва ри те ль ном эк с пе ри мен те при ку ль ти ви ро ва -
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нии с не фтью), но при этом во вто ром слу чае тре -
бу ет ся зна чи те ль но ме нь ше вре ме ни для ро с та ку -
ль ту ры. По окон ча нии ку ль ти ви ро ва ния в за ви си -
мо сти от за дач эк с пе ри мен та ис по ль зо ва ли ку ль ту -
ра ль ную жид кость (КЖ) или бес кле точ ный су пер -
на тант (БС). Для уда ле ния гек са де ка на из проб
кол бы по ме ща ли в хо ло ди ль ник (4°) на 5—7 мин,
по сле че го стек лян ной пи пет кой от би ра ли КЖ
из-под за твер дев шей гек са де ка но вой фа зы
(tпл=18°). Для по лу че ния БС 40 мл КЖ вно си ли в
цен т ри фуж ные про бир ки ти па Fal con (V=50 мл) и
цен т ри фу ги ро ва ли при 10° и 12000 об/мин в те че -
ние 10 мин на цен т ри фу ге Ep pen dorf Cen t ri fu ge
5810R. По сле это го су пер на тант про пу с ка ли че -
рез сал фет ку из не тка но го ма те ри а ла для уда ле -
ния сле дов гек са де ка на. От фи ль тро ван ный БС ис -
по ль зо ва ли для про ве де ния эк с пе ри мен тов.

Вы де ле ние чи с тых ку ль тур мик ро ор га -
низ мов, спо соб ных к де ст рук ции не фти, про во ди -
ли при 4° ме то дом на ло же ния сте ри ль но го цел лю -
лоз но го фи ль тра (ОАО «За вод «Хим ре ак тив ком п -
лект»», Рос сия), про пи тан но го 500—600 мкл НД,
на по вер х ность плот ной мо ди фи ци ро ван ной сре -
ды РСА с био мас сой мик ро ор га низ мов. 

Иден ти фи ка ция чи с тых ку ль тур мик ро -
ор га низ мов бы ла про ве де на ме то дом сек ве ни ро -
ва ния нук ле о тид ной по сле до ва те ль но сти ге на
16S рРНК. ДНК из био мас сы бак те рий вы де ля ли
со глас но ме то ду [9]. Для про ве де ния по ли ме раз -
ной цеп ной ре ак ции и да ль ней ше го сек ве ни ро ва -
ния ПЦР-фраг мен тов ге на 16S рРНК бы ла ис по ль -
зо ва на уни вер са ль ная прай мер ная си с те ма [10].
Сек ве ни ро ва ние по лу чен ных ПЦР-фраг мен тов ге -
нов, ко ди ру ю щих 16S рРНК и ги ра зы B, осу ще ст в -
ля ли по ме то ду Сэн ге ра с со авт. [11]. Для сек ве ни -
ро ва ния ис по ль зо ва ли прай ме ры [10]. Чте ние по -
сле до ва те ль но стей нук ле о ти дов про во ди ли в двух 
на прав ле ни ях.

Сте пень де ст рук ции не фти мик ро ор га -
низ ма ми оце ни ва ли гра ви мет ри че ским ме то дом
по сум мар но му по ка за те лю убы ли не фти в жид -
кой сре де [12] и вы ра жа ли в про цен тах от кон т ро -
ля. Кон т ро лем при опре де ле нии сте пе ни ис па ре -
ния лег ких уг ле во до род ных фрак ций слу жи ла пи -
та те ль ная сре да с до бав ле ни ем 1 мл НД (1:1), на хо -
див ша я ся в от де ль ной кол бе в од ной ка чал ке с
опыт ны ми об раз ца ми.

Из ме ре ние по ка за те ля по вер х но ст но го
на тя же ния про во ди ли ме то дом урав но ве ши ва -
ния пла с ти ны (ме тод Ви ль ге ль ми) [13]. Из ме ре -
ния про во ди ли в су пер на тан те ис сле ду е мой ку ль -
ту ры при 20° на тен зи о мет ре, пред став ля ю щим со -
бой тор си он ные ве сы ВТ-500 с под ве шен ной алю -
ми ни е вой пла с ти ной.

По вер х но ст ное на тя же ние рас счи ты ва ли по 
фор му ле:

 = mg/2l, (1)
где m — мас са от ры ва плас ти ны (сред нее из трех
из ме ре ний), г; g = 9,8 м/с2 — ус ко ре ние сво бод но -
го па де ния; l = 15,7 мм — дли на ли нии от ры ва
(ши ри на плас ти ны). Сни же ние по вер х нос т но го
на тя же ния () рас с чи ты ва ли как раз ни цу меж ду
зна че ни я ми по вер х нос т но го на тя же ния сте риль -
ной сре ды (кон т роль) и про бы ис с ле ду е мой куль -
ту ры. 

Опре де ле ние ин дек са эму ль ги ро ва ния
про во ди ли ме то дом Ку пе ра и Го ль ден бер га [14]. В 
мер ные про бир ки (V = 25 мл) с при тер ты ми проб -
ка ми вно си ли 5 мл гек са де ка на и 5 мл ис сле ду е -
мой жид ко сти, за кры ва ли и пе ре ме ши ва ли на вор -
тек се (Vor tex V-1 plus, Bi o san) в те че ние 2 мин при
мак си ма ль ной ско ро сти. За тем остав ля ли про бир -
ки на 24 ч при ком нат ной тем пе ра ту ре, по сле че го
из ме ря ли вы со ту столб ца об ра зо вав шей ся эму ль -
сии (Нэ) и вы со ту столб ца всей жид ко сти (Нж) в
про бир ке. Ин декс эму ль ги ро ва ния (Е24) рас счи ты -
ва ли по фор му ле:

Е24 =Hэ /Hж   100%. (2)
Для из ме ре ния ис по ль зо ва ли КЖ и БС ис -

сле ду е мых ку ль тур; кон т ро лем во всех слу ча ях
слу жи ли сте ри ль ные пи та те ль ные сре ды.

Дол го вре мен ное хра не ние чи с тых ку ль тур 
про во ди ли ме то дом ли о фи ль но го вы су ши ва ния.
В ка че ст ве за щит ной сре ды ис по ль зо ва ли 1) рас -
твор су хо го обез жи рен но го мо ло ка (СОМ) (10%)
и глю ко зы (7,5%); 2) рас твор СОМ (10%) и са ха ро -
зы (7,5%); 3) рас твор дек ст ра на (Dex t ran T20, Mw
20000, Fe rak Ber lin, Гер ма ния) (10%) и глю ко зы
(7,5%); 4) рас твор дек ст ра на (10%) и са ха ро зы
(7,5%). Сре ды cте ри ли зо ва ли па ром при 0,5 ати в
те че ние 30 мин. Сус пен зии мик ро ор га низ мов го то -
ви ли по ме то ду [15] и вно си ли их по 0,5 мл в сте ри -
ль ные ам пу лы с пе ре тяж кой, из го тов лен ные из
ней тра ль но го стек ла. Со от но ше ние за щит ная сре -
да—био мас са со став ля ло 1:10 по объ е му. Ли о фи -
ли за цию про во ди ли на уста нов ке для ли о фи ль ной 
суш ки Lab con co Fre e Zo ne 1 L при глу би не ва ку у -
ма 4,3 Па и тем пе ра ту ре кон ден со ра –52° в те че -
ние 2 сут. 

Для опре де ле ния чис лен но сти жиз не спо -
соб ных кле ток мик ро ор га низ мов при ме ня ли ме -
тод стан дар т ных се рий ных раз ве де ний [16] с по сле -
ду ю щим по се вом на плот ную сре ду PCA. Вы жи ва е -
мость опре де ля ли по от но ше нию чис ла со хра нив -
ших ся кле ток к кон т ро лю — ис ход но му чис лу жиз -
не спо соб ных кле ток (до на ча ла хра не ния).
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Для опре де ле ния воз мож но го вре ме ни
хра не ния при 4° ис по ль зо ва ли уско рен ный тест
про гно зи ро ва ния вы жи ва е мо сти ли о фи ли зо ван ных 
ку ль тур бак те рий (тест тер мо ста би ль но сти) с ис -
по ль зо ва ни ем урав не ния Ар ре ни у са: K=K0 e-E/RT,
где К0 — пре дэк с по нен ци а ль ный мно жи тель, Е — 
энер гия ак ти ва ции, R — га зо вая по сто ян ная, Т —
аб со лют ная тем пе ра ту ра (273°+t°) [17]. Для ана ли -
за эк с пе ри мен та ль ных дан ных ис по ль зо ва ли ме -
тод наи мень ших квад ра тов [18]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Уг ле во до ро до кис ля ю щая ак тив ность 
мик ро ор га низ мов

Из ве ст но [19], что спо соб ность мик ро ор га -
низ мов к эму ль ги ро ва нию не фти ча с то ас со ци и ро -
ва на с уг ле во до ро до кис ля ю щей ак тив но стью, од -
на ко мно гие из этих ор га низ мов про ду ци ру ют био -
сур фак тан ты, но не спо соб ны рас щеп лять уг ле во -
до ро ды. Для вы де ле ния чи с тых ку ль тур, ак тив -
ных в от но ше нии не фти, была раз ра бо та на но вая
ме то ди ка, суть ко то рой за клю ча ет ся в на не се нии
сме си уг ле во до ро дов на цел лю лоз ный фильтр с
его по сле ду ю щей ап пли ка цией на по вер х ность ко -
ло ний мик ро ор га низ мов, вы рос ших на плот ной
пи та те ль ной сре де. По ка за те лем ак тив но сти ку ль -
тур в от но ше нии уг ле во до ро дов не фти яв ля лось
по яв ле ние на фи ль трах зон освет ле ния в ме с тах
ро с та ко ло ний. При этом у ря да ку ль тур на блю да -
ли да ль ней ший рост не то ль ко под фи ль тра ми, но
и на их по вер х но сти (рис. 1). Со хра не ние фер мен -
та тив ной ак тив но сти кле ток по сле тес но го кон так -
та с уг ле во до род ной сме сью сви де те ль ст ву ет об
устой чи во сти бак те рий к воз мож но му ток си че с ко -
му воз дей ст вию уг ле во до ро дов. Впол не ве ро ят но, 
что этот эф фект обу слов лен не то ль ко ак тив но -
стью уг ле во до ро до кис ля ю щей фер мен т ной си с те -
мы, но и син те зом по вер х но ст но-ак тив ных ве -
ществ (ПАВ), уско ря ю щих мик ро бную био дег ра -
да цию (см. ни же).

В хо де ра бо ты из ис сле ду е мо го со об ще ст ва
псих ро ак тив ных мик ро ор га низ мов Csha2 дан ным 
ме то дом вы де ли ли бак те ри а ль ные штам мы, ко то -
рые бы ли иден ти фи ци ро ва ны как Co be tia ma ri na
S2 и No car dia co e li a ca S1.

В ра бо те оце ни ва ли спо соб ность ис сле ду е -
мых штам мов к ути ли за ции уг ле во до род ной сме -
си гра ви мет ри че ским ме то дом. Бы ло уста нов ле -
но, что про цент убы ли уг ле во до ро дов при 4° в
жид кой ми не ра ль ной сре де Та у со на спу с тя 10 сут
ку ль ти ви ро ва ния для C. ma ri na S2 со ста вил до
55%, для N. сo e li a ca S1 — до 20%. На осно ва нии
ре зу ль та тов освет ле ния цел лю лоз ных фи ль тров,
про пи тан ных уг ле во до ро да ми, бы ло вы дви ну то
пред по ло же ние о том, что по лу чен ные дан ные гра -
ви мет ри че ско го ана ли за мож но объ яс нить не то ль -
ко био хи ми че ской со став ля ю щей убы ли уг ле во до -
ро дов (мик ро бным окис ле ни ем), но и био сур фак -
тан т ной ак тив но стью мик ро ор га низ мов, а так же
вкла дом фи зи че ско го фак то ра, обу слов лен но го ис -
па ре ни ем неф те про дук тов в про цес се био э му ль ги -
ро ва ния.

Био э му ль ги ру ю щая ак тив ность 
мик ро ор га низ мов 

Ре зу ль та ты из ме ре ния по вер х но ст но го на тя -
же ния и опре де ле ния ин дек са эму ль ги ро ва ния
для дан ных ку ль тур мик ро ор га низ мов пред став ле -
ны в табл. 1.

При ана ли зе по лу чен ных эк с пе ри мен та ль -
ных дан ных бы ли вы дви ну ты не ко то рые пред по -
ло же ния о свой ст вах и ти пе био сур фак тан тов ис -
сле ду е мых ку ль тур мик ро ор га низ мов, а так же об
их вли я нии на убыль уг ле во до ро дов при ку ль ти ви -
ро ва нии на сре де с до бав ле ни ем сме си не фти и ди -
зе ль но го топ ли ва, из ло жен ные ни же.

Для ку ль ту ры N. co e li a ca S1 вы со кие зна че -
ния ин дек са эму ль ги ро ва ния (Е24) и сни же ния по -
вер х но ст но го на тя же ния () бы ли об на ру же ны
то ль ко при ро с те на сре де с гек са де ка ном. В со от -
вет ст вии с ли те ра тур ны ми дан ны ми [20], грам по -
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Рис. 1. Ос вет ле ние про пи тан ных уг ле во до род ной
смесью цел лю лоз ных филь т ров в мес тах рос та ко ло ний мик -
ро ор га низ мов

Fig. 1. Clarification of cellulose filters impregnated with
hydrocarbon-containing mixture at sites where microbial
colonies grow
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ло жи те ль ные мик ро ор га низ мы, про яв ля ю щие
био э му ль ги ру ю щую ак тив ность, об ра зу ют гид ро -
фоб ный слой на по вер х но сти кле ток, что обес пе -
чи ва ет транс порт гид ро фоб ных суб ст ра тов внутрь
клет ки. Дан ное пред по ло же ние под твер ж да ет ся
ви зу а ль ны ми на блю де ни я ми: био мас са в кол бах, в 
ко то рые был до бав лен гек са де кан, на хо ди лась
вбли зи гид ро фоб ной фа зы, тог да как в кол бах без
гек са де ка на клет ки бы ли рав но мер но рас пре де ле -
ны в объ е ме сре ды. Кро ме то го, для дан ной ку ль -
ту ры эму ль ги ру ю щая ак тив ность на блю да лась
то ль ко в КЖ, что по зво ля ет пред по ло жить, что ис -
сле ду е мый мик ро ор га низм яв ля ет ся про ду цен -
том био сур фак тан тов, свя зан ных с по вер х но стью
клет ки и обес пе чи ва ю щих ад сор б цию кле ток на
гек са де ка не. Ана ли зи руя убыль уг ле во до ро дов
и био э му ль ги ру ю щую ак тив ность ку ль ту ры,
мож но так же пред по ло жить, что в дан ном слу -
чае био дег ра да ция не фти (20%) свя за на с из ме -
не ни ем кле точ ной по вер х но сти, спо соб ст ву ю -
щим раз ру ше нию уг ле во до ро дов не фти за счет
об лег че ния транс пор та гид ро фоб ных суб ст ра -
тов внутрь клет ки.

Для ку ль ту ры C. ma ri na S2 наи бо ль шие зна -
че ния ин дек са эму ль ги ро ва ния (Е24) на блю да лись 
при ро с те на бо га той сре де (мо ди фи ци ро ван ная
PCA), тог да как сни же ние по вер х но ст но го на тя же -
ния бы ло мак си ма ль ным при ро с те на обед нен ной 
сре де (мо ди фи ци ро ван ная сре да Та у со на). Ис хо дя 
из этих дан ных, мож но пред по ло жить, что в за ви -
си мо сти от ко ли че ст ва до ступ ных пи та те ль ных ве -
ществ, а так же гид ро фи ль но сти/гид ро фоб но сти
суб ст ра та C. ma ri na S2 про ду ци ру ет по вер х но ст -
но-ак тив ные ве ще ст ва раз лич ной при ро ды. Из ве -
ст но, что низ ко мо ле ку ляр ные био ПАВ эф фек тив -
нее сни жа ют по вер х но ст ное на тя же ние, в то вре -
мя как вы со ко мо ле ку ляр ные спо соб ст ву ют ста би -
ли за ции эму ль сий [21, 22]. От сю да мож но за клю -
чить, что, ве ро ят но, при ро с те на бо га той сре де ис -
сле ду е мый мик ро ор га низм про ду ци ру ет вы со ко -
мо ле ку ляр ные био сур фак тан ты, а при ро с те на
обед нен ной сре де — низ ко мо ле ку ляр ные. При
этом зна че ния ин дек са эму ль ги ро ва ния и сни же -
ния по вер х но ст но го на тя же ния бы ли при бли зи те -
ль но оди на ко вы для КЖ и су пер на тан та, что го во -
рит о про дук ции вне кле точ ных био сур фак тан тов.
В дан ном слу чае био э му ль ги ру ю щая ак тив ность
так же влия ет на убыль уг ле во до ро дов не фти, при -
чем пред по ла га е мый ме ха низм дей ст вия вне кле -
точ ных био сур фак тан тов по дра зу ме ва ет со зда ние 
мик ро эму ль сий не фти вбли зи кле ток. Та ким об ра -
зом, со лю би ли зо ван ные кап ли не фти, окру жен -
ные по вер х но ст но-ак тив ны ми ве ще ст ва ми, ока зы -
ва ют ся в тол ще сре ды и лег ко до ступ ны для био -

дег ра да ции. Кро ме то го, об ра зо вав ши е ся мик ро -
эму ль сии обес пе чи ва ют уве ли че ние уде ль ной пло -
ща ди взаи мо дей ст вия по вер х но сти уг ле во до род -
ных ка пель с жид кой и га зо вой фа за ми, что мо жет
спо соб ст во вать ин тен си фи ка ции про цес са ис па ре -
ния уг ле во до ро дов с во дной по вер х но сти. Ана лиз
ре зу ль та тов оцен ки био сур фак тан т ной ак тив но -
сти и гра ви мет рии для ку ль ту ры C. ma ri na S2 по -
зво ля ет пред по ло жить, что вы со кая сте пень био -
дег ра да ции уг ле во до ро дов дан ной ку ль ту рой
(55%) свя за на с про дук цией био сур фак тан тов.
Вне кле точ ные био сур фак тан ты, син те зи ру е мые
C. ma ri na S2, по-ви ди мо му, обес пе чи ва ют со лю би -
ли за цию гид ро фоб но го суб ст ра та, спо соб ст вуя
био дег ра да ции и ин тен си фи ка ции ис па ре ния уг ле -
во до ро дов.

Та ким об ра зом, с опре де лен ной до лей ве ро -
ят но сти бы ла уста нов ле на спо соб ность дан ных
штам мов мик ро ор га низ мов к про дук ции био сур -
фак тан тов, од на ко ме ха низм дей ст вия их био -
ПАВ, син те зи ру е мых раз ны ми штам ма ми, раз ли -
чен. Ес ли ку ль ту ра N. co e li a ca S1 мо ди фи ци ру ет
по вер х ность кле ток, обес пе чи вая их ад сор б цию к
уг ле во до род ной фа зе, то ку ль ту ра C. ma ri na S2 яв -
ля ет ся про ду цен том вне кле точ ных био сур фак тан -
тов, ко то рые не то ль ко спо соб ст ву ют био дег ра да -
ции, но и ин тен си фи ци ру ют про цес сы ис па ре ния
уг ле во до ро дов не фти.

По лу чен ные ре зу ль та ты по зво ля ют за клю -
чить, что ис сле ду е мые мик ро ор га низ мы об ла да -
ют ак тив но стью (уг ле во до ро до кис ля ю щей, био э -
му ль ги ру ю щей) в от но ше нии уг ле во до ро дов не -
фти, что го во рит о воз мож но сти их при ме не ния
при со зда нии био пре па ра тов для очи ст ки не фтя -
ных за гряз не ний. Важ но от ме тить, что про цесс
убы ли не фти про ис хо дил в до ста точ но же ст ких
усло ви ях (4°, 30 г/л NaCl), ко то рые яв ля ют ся не -
бла го при ят ны ми для жиз ни мно гих бак те рий. Тем 
не ме нее, ис сле ду е мые штам мы по ка за ли вы со -
кий уро вень био дег ра да ции уг ле во до ро дов, срав -
ни мый с со от вет ст ву ю щи ми зна че ни я ми для уг ле -
во до ро до кис ля ю щих мик ро ор га низ мов в усло ви ях
нор ма ль ной со ле но сти и тем пе ра ту ры [23—25].

Вы жи ва е мость штам мов при хра не нии

Од ним из фак то ров, ока зы ва ю щих вли я ние
на дли те ль ность хра не ния био ма те ри а ла, яв ля ет -
ся вы бор за щит ной сре ды. В ра бо те про во ди ли
срав ни те ль ную оцен ку вы жи ва е мо сти кле ток в за -
ви си мо сти от со ста ва че ты рех ти пов про тек то ров: 
глю ко за + СОМ, са ха ро за + СОМ, глю ко за + дек ст -
ран и са ха ро за + дек ст ран. 
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Для успеш ной ли о фи ли за ции плот ность
мик ро ор га низ мов в за щит ной сре де дол жна быть
как мож но бо лее вы со кой, 109—1010 кл/мл [16].
Ис ход ная плот ность кле ток для вы де лен ных ку ль -
тур в сус пен зи ях для кон сер ва ции со став ля ла не
ме нее 1010 КОЕ/мл. По ка за но, что чис лен ность
жиз не спо соб ных кле ток изу ча е мых мик ро ор га -
низ мов сра зу по сле ли о фи ли за ции в зна чи те ль ной 
сте пе ни за ви се ла от со ста ва за щит ной сре ды. Наи -
бо ль шее чис ло кле ток штам мов N. co e li a ca S1 со -
хра ня лось при ис по ль зо ва нии про тек то ра «са ха ро -
за + СОМ» и «са ха ро за + дек ст ран», для штам ма
C. ma ri na S2 — при ис по ль зо ва нии за щит ной сре -
ды «глю ко за + СОМ». При этом при ме не ние всех
ука зан ных выше за щит ных сред вы зы ва ло уме нь -
ше ние тит ра кле ток C. ma ri na S2 по сле ли о фи ли за -
ции при мер но в 4—11 раз от но си те ль но ис ход ной
точ ки (в за ви си мо сти от вида за щит ной сре ды), а
тит ра N. co e li a ca S1 — в 2—3 раза.

С це лью по лу че ния эк с п ресс-оцен ки дли те -
ль но сти хра не ния ис сле ду е мых ку ль тур при ме ня -
ли ме тод «уско рен но го хра не ния», вклю ча ю щий
ис сле до ва ние жиз не спо соб но сти ли о фи ли зо ван -
ных ку ль тур с ис по ль зо ва ни ем урав не ния Ар ре ни -
у са при по вы шен ных тем пе ра ту рах и эк ст ра по ля -
цию по лу чен ных ре зу ль та тов на ре а ль ные усло -
вия хра не ния (4°). Основ ной прин цип ме то да за -
клю ча ет ся в том, что при по вы шен ной тем пе ра ту -
ре су ще ст вен но воз ра с та ет по движ ность мо ле кул
воды и дру гих ве ществ, вслед ст вие чего воз ра с та -
ет и ско рость хи ми че ских ре ак ций, ли ми ти ру ю -
щих срок хра не ния [26], в свя зи с чем из ме не ния
свойств пре па ра та, при су щие окон ча нию сро ка
хра не ния, про ис хо дят зна чи те ль но бы ст рее. Для
про гно зи ро ва ния сро ка хра не ния ис сле ду е мых ку -
ль тур мик ро ор га низ мов ам пу лы с ли о фи ли зо ван -

ны ми клет ка ми хра ни ли при 35° или 50°, по сле
чего оце ни ва ли жиз не спо соб ность бак те рий.

Было уста нов ле но, что вы со кая тем пе ра ту -
ра хра не ния ока зы ва ет от ри ца те ль ное воз дей ст -
вие на вы жи ва е мость ис сле ду е мых ку ль тур; в ча -
ст но сти, при ис по ль зо ва нии за щит ных сред «глю -
ко за + СОМ» и «глю ко за + дек ст ран» по ка за те ли
вы жи ва е мо сти кле ток сни жа лись до ну ле вых зна -
че ний спу с тя 10 сут хра не ния при 50° и 35°, в свя -
зи с чем про гно зи ро ва ние вы жи ва е мо сти ока за -
лось не воз мож ным. При этом на блю да ли из ме не -
ние струк ту ры мат рик са ли о фи ли зо ван ных ку ль -
тур, его плот но сти, по ри с то сти, цве та со свет -
ло-жел то го на ко рич не вый, что сви де те ль ст во ва -
ло о про те ка нии в пре па ра тах ре ак ции Май я ра —
слож ной по сле до ва те ль но сти хи ми че ских пре вра -
ще ний, про ис хо дя щих при на гре ва нии меж ду ре -
ду ци ру ю щи ми са ха ра ми и сво бод ны ми ами но кис -
ло та ми и пеп ти да ми [27]. Глю ко за в от ли чие от са -
ха ро зы яв ля ет ся ре ду ци ру ю щим са ха ром, вслед ст -
вие чего об ла да ет до во ль но вы со кой ре ак ци он ной 
спо соб но стью и бы ст ро во вле ка ет ся в ре ак ции

«не фер мен та тив но го по тем не ния» при по вы ше -
нии тем пе ра ту ры хра не ния (рис. 2).

Пред по ла га ет ся, что от сут ст вие ро с та мик -
ро бных кле ток по сле их хра не ния при 35° или 50°
мо жет быть обу слов ле но воз мож ным ин ги би ру ю -
щим дей ст ви ем про дук тов ре ак ции Май я ра, что
под твер ж да ет ся ли те ра тур ны ми дан ны ми [28, 29].

На осно ва нии уско рен но го те с та тер мо ста -
би ль но сти был сде лан про гноз вре ме ни хра не ния
ли о фи ли зо ван ных ку ль тур при 4° (табл. 2). Для
это го по урав не нию Ар ре ни у са были рас счи та ны
зна че ния кон стант K, ха рак те ри зу ю щих ско рость
фи зи ко-хи ми че ских про цес сов, про те ка ю щих в
ли о фи ли зо ван ных пре па ра тах при дан ной тем пе -
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Рис. 2. «Не фер мен та тив ное по тем не ние» би о мас сы
кле ток в сре де с про тек то ра ми, со дер жа щи ми глю ко зу (две
ам пу лы спра ва)

Fig. 2. Non-enzymatic darkening of cell biomass in
protective glucose-containing medium (two vials right)
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ра ту ре и при во дя щих к сни же нию вы жи ва е мо сти
кле ток. При изу че нии вли я ния са ха ро зо со дер жа -
щих за щит ных сред на вы жи ва е мость мик ро ор га -
низ мов было уста нов ле но, что вы со кие зна че ния
тит ра кле ток мик ро ор га низ мов, опре де ля е мые не -
по сред ст вен но по сле ли о фи ли за ции, не все гда
кор ре ли ру ют с дли те ль но стью сро ков со хра не ния 
жиз не спо соб но сти ку ль тур.

Про ве ден ные ис сле до ва ния по ка за ли, что
ку ль ту ры вы дер жи ва ют про цесс ли о фи ли за ции с
раз ной сте пе нью успеш но сти. Не смот ря на то,
что ком би на ции «са ха ро за + СОМ» и «са ха ро за +
дек ст ран» обес пе чи ва ют хо ро шую вы жи ва е мость 
ку ль ту ры C. ma ri na S2 по сле ли о фи ли за ции, при
дли те ль ном хра не нии (4°) в ней ожи да ет ся си ль -
ное и бы ст рое па де ние тит ра жиз не спо соб ных
кле ток по срав не нию с ис ход ным зна че ни ем, осо -
бен но в слу чае сре ды «са ха ро за + дек ст ран». Со -
глас но про гно зу, вре мя хра не ния штам ма C. ma ri -
na S2 с ис по ль зо ва ни ем сре ды «са ха ро за + СОМ»
со ста вит око ло 3—4 мес. По лу чен ный ре зу ль тат
сви де те ль ст ву ет о не об хо ди мо сти да ль ней ших ис -
сле до ва ний по под бо ру за щит ных сред, спо со бов
и ре жи мов кон сер ва ции для дан но го штам ма уг ле -
во до ро до кис ля ю щих мик ро ор га низ мов с це лью
уве ли че ния сро ка их хра не ния.

Вме с те с тем, штам мом N. co e li a ca S1 бы ли
про де мон ст ри ро ва ны вы со кие по ка за те ли вы жи -
ва е мо сти. Про гно зи ру е мый срок хра не ния дан ной
ку ль ту ры при 4° с ис по ль зо ва ни ем за щит ных сред 

«са ха ро за + дек ст ран» и «са ха ро за + СОМ» со став -
ля ет не ме нее 100 лет. Столь вы со кие по ка за те ли
мож но объ яс нить по вы шен ным со дер жа ни ем не -
на сы щен ных жир ных кис лот в кле точ ных стен ках 
дан ной ку ль ту ры, что, ве ро ят но, обес пе чи ва ет ус -
той чи вость кле ток к замораживаниювы су ши ва -
нию. Из ве ст но, на при мер, что грам по ло жи те ль -
ные бак те рии, к ко то рым от но сит ся N. co e li a ca,
луч ше пе ре но сят воз дей ст вие раз лич ных по вреж -
да ю щих фак то ров, чем гра мот ри ца те ль ные, как
C. ma ri na [30], что под твер ж да ет ся и ре зу ль та та -
ми про ве ден но го эк с пе ри мен та.

Для оцен ки спо соб но сти изу ча е мых штам -
мов к раз ру ше нию уг ле во до ро дов по сле ли о фи ли -
за ции био мас су, ли о фи ли зо ван ную в при сут ст вии 
про тек то ра «са ха ро за + СОМ», ино ку ли ро ва ли в
жид кую сре ду Та у со на с уг ле во до ро да ми. Про вер -
ку до сто вер но сти по лу чен ных ре зу ль та тов про во -
ди ли пу тем двух до пол ни те ль ных по сле до ва те ль -
ных пе ре се вов ис сле ду е мых об раз цов. По ка за но,
что изу ча е мые штам мы со хра ня ли спо соб ность к
де ст рук ции уг ле во до ро дов при 4° по сле ли о фи ль -
но го вы су ши ва ния на про тя же нии всех трех пас са -
жей ку ль ти ви ро ва ния. В ча ст но сти, ак тив ность

C. ma ri na S2 в от но ше нии уг ле во до ро дов, со хра -
няв ша я ся в те че ние ряда по сле до ва те ль ных пе ре -
се вов, про яв ля лась в об ра зо ва нии ми целл не фти у 
по вер х но сти раз де ла фаз, раз би ва нии плен ки не -
фти и по мут не нии сре ды, сви де те ль ст ву ю щем о
на ра щи ва нии био мас сы кле ток. Ку ль ту ра N. co e li a -
ca S1 кро ме выше пе ре чис лен ных по ка за те лей ха -
рак те ри зо ва лась еще и из ме не ни ем цве та сре ды
со свет ло-жел то го (в слу чае пер во го и вто ро го пе -
ре се вов) и бес цвет но го (в слу чае тре тье го пе ре се -
ва) до тем но-ко рич не во го, что, ве ро ят но, свя за но
с ак тив ным эму ль ги ро ва ни ем, де ст рук цией не фтя -
ной плен ки и пе ре хо дом уг ле во до ро дов в тол щу
сре ды.

Та ким об ра зом, на осно ва нии ре зу ль та тов
про ве ден ных ис сле до ва ний ку ль тур псих ро ак тив -
ных мик ро ор га низ мов C. ma ri na S2 и N. co e li a ca
S1 вы ска за но обо сно ван ное пред по ло же ние, что
каж дый из ис сле до ван ных штам мов яв ля ет ся про -
ду цен том био э му ль ги ру ю щих со е ди не ний, од на -
ко по вер х но ст но-ак тив ные ве ще ст ва, син те зи ру е -
мые дан ны ми мик ро ор га низ ма ми, име ют раз лич -
ную при ро ду. Так, штамм C. ma ri na S2, де мон ст ри -
ро вав ший убыль не фти до 55%, ско рее все го, про -
ду ци ру ет вне кле точ ные био сур фак тан ты, ко то рые
спо соб ст ву ют био дег ра да ции не фти не то ль ко по -
сред ст вом ее со лю би ли за ции, но и пу тем ин тен си -
фи ка ции ис па ре ния уг ле во до ро дов. Для ку ль ту ры
N. co e li a ca S1 по ка за на убыль не фти в ко ли че ст ве
до 20%. По ско ль ку био сур фак тан ты дан но го
штам ма свя за ны с по вер х но стью клет ки, то, ве ро -
ят но, они обес пе чи ва ют про ник но ве ние гид ро фоб -
но го суб ст ра та в клет ку, не влияя при этом на
убыль уг ле во до ро дов по сред ст вом био э му ль ги ро -
ва ния. Та ким об ра зом, оба штам ма про яв ля ют ак -
тив ность в от но ше нии не фти и мо гут быть ис по ль -
зо ва ны в ка че ст ве ком по нен тов био пре па ра та для
ее раз ру ше ния.

На осно ве ме то да «уско рен но го хра не ния»
с ис по ль зо ва ни ем урав не ния Ар ре ни у са была по -
ка за на воз мож ность про гно зи ро ва ния вы жи ва е мо с -
ти ак тив ных в от но ше нии уг ле во до ро дов мор ских 
бак те ри а ль ных ку ль тур. При хра не нии штам ма C.
ma ri na S2 с ис по ль зо ва ни ем про тек то ров «са ха ро -
за + СОМ» и «са ха ро за + дек ст ран» мож но ожи дать 
бы ст ро го сни же ния чис лен но сти жиз не спо соб ных 
кле ток этой ку ль ту ры. Вме с те с тем, не смот ря на
дей ст вие раз лич ных по вреж да ю щих фак то ров в
про цес се кон сер ва ции, изу ча е мый мик ро ор га низм
со хра ня ет по сле ли о фи ль но го вы су ши ва ния опре -
де лен ную ак тив ность в от но ше нии уг ле во до ро -
дов (уг ле во до ро до кис ля ю щую, био э му ль ги ру ю -
щую) в усло ви ях низ ких тем пе ра тур. По лу чен ный 
ре зу ль тат сви де те ль ст ву ет о не об хо ди мо сти по ис -
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ка дру гих дей ст вен ных за щит ных сред для дли -
те ль но го хра не ния бак те рий Co be tia ma ri na.

В от но ше нии ку ль ту ры N. co e li a ca S1 наи бо -
лее си ль ное за щит ное дей ст вие ока зы ва ла сре да

«са ха ро за + СОМ»; хра не ние ли о фи ли зо ван ной с
этой сре дой ку ль ту ры при тем пе ра ту ре 4° ха рак те -
ри зу ет ся зна чи те ль но бо лее вы со кой про гно зи ру е -
мой вы жи ва е мо стью кле ток, чем об раз цов C. ma ri -
na S2. Воз мож но, в клет ках грам по ло жи те ль ной
бак те рии N. co e li a ca ско рость окис ли те ль ных про -
цес сов зна чи те ль но ниже, чем в клет ках гра мот ри -
ца те ль ных мик ро ор га низ мов, по доб ных C. ma ri -
na, в свя зи с чем на блю да ет ся бо лее мед лен ное па -
де ние тит ра кле ток с те че ни ем вре ме ни. Та ким об -
ра зом, ис сле до ван ные усло вия ли о фи ли за ции и
дли те ль но го хра не ния яв ля ют ся эф фек тив ны ми
для ку ль ту ры N. co e li a ca S1; они по зво ля ют со хра -
нить бо ль шое чис ло жиз не спо соб ных кле ток с вы -
со кой фун к ци о на ль ной ак тив но стью и мо гут быть  
ис по ль зо ва ны при по лу че нии су хой фор мы био -
пре па ра та для ути ли за ции не фтя ных за гряз не ний
в се вер ных ре ги о нах.

Ра бо ты по дан ной ста тье под дер жа ны гран -
том РНФ № 14-50-00029.
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АК ТИВ НОСТЬ ШТАМ МОВ Co be tia ma ri na S2 и No car dia co e li a ca S1 В ОТ НО ШЕ НИИ УГ ЛЕ ВО ДО РО ДОВ НЕ ФТИ



V.N. FE DO REN KO*, M.K. KNI A ZY UK, A.I. NE TRU SOV,
and A.I. SHES TA KOV

The Lo mo no sov Mos cow Sta te Uni ver si ty, Fa cul ty of Bi o lo gy,
119991, Mos cow Rus sia

e-ma il: vndo ren ko@gma il.com

Ac ti  vi  ty of Co be t ia ma ri  na  S2 and No -
car dia co e  l i  a ca S1 S tra  ins in Oil  Hyd ro car  -
bons De gra da t i  on and Pre  dic t i on  of the  ir
Sur vi  val  af  ter Ly op hi  l i  za  t i  on

Ma ri ne psyc h ro ac ti ve mic ro or ga nisms ca pab le of des t -
ruc ting oil at 4°C have been in ves ti ga ted. The bi o sur fac tant ac ti -
vi ty and dec re a se in the oil hyd ro car bons con tent using Co be tia
ma ri na S2 и No car dia co e li a ca S1 cul tu res were de ter mi ned. Ba -
sed on the ob ta i ned re sults, it is po ssib le to clas si fy the gi ven stra -
ins as pro mi sing can di da tes for com po nents of bi op re pa ra ti ons

aiming at uti li za ti on of oil pol lu ti ons in the Ar c tic area. The in ves -
ti ga ted cul tu res were pre ser ved by ly op hi li za ti on, the ir sta bi li ty
un der tho se con di ti ons was stu di ed and pro tec ti ve cha rac te ris tics
of va rio us me dia were com pa red. It was shown that suc ro se in
com bi na ti on with dry skim med milk is more ef fec ti ve in the pro -
tec ti on of C. ma ri na S2 and N. co e li a ca S1 du ring ly op hi li za ti on
than three ot her in ves ti ga ted me dia. It was es tab lis hed that the
shelf time of the bac te ria pre pa ra ti ons stron g ly de pends on spe ci -
es; the pre dic ted time of sto ra ge of the C. ma ri na-con ta i ning pre -
pa ra ti on using the suc ro se+dry skim med milk me di um was 5
months, whe re as that for N. co e li a ca was equ al to at le ast 100
years. The con t ri bu ti on of the emul si fi ca ti on to the hyd ro car bon
de gra da ti on was also in ves ti ga ted, and a hy pot he sis of the sig ni fi -
can ce of this pro cess in the mic ro bi al uti li za ti on of oil con ta mi na -
ti ons was put for ward.

Key words: ac ce le ra ted sta bi li ty test, bio e mul si fi ca ti on,
bi o re me di a ti on, bi o sur fac tants, fre e ze-dry ing, hyd ro car bon-oxi -
di zing ac ti vi ty, hyd ro car bon des t ruc ti on.
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