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Сырая нефть и нефтепродукты содержат зна-
чительное количество алкановых и ароматиче-
ских углеводородов, большинство из которых 
токсичны для живых организмов и в долгосроч-
ной перспективе могут вызвать их интоксикацию, 
клеточные повреждения и нарушения развития. 
Объемы перевозки нефтепродуктов, как и тем-
пы судоходства, все время возрастают; соответ-
ственно, и риск аварийного разлива нефти при ее 
транспортировке через акватории также растет.

Ликвидация нефтяных разливов на море ставит 
перед собой цель не только уменьшить экологиче-
ский ущерб, но и снизить социально-экономические 

последствия загрязнения акватории. Микробная ре-
медиация загрязненных углеводородами почв явля-
ется доступным и экологически безопасным мето-
дом очистки окружающей среды, поэтому желатель-
на разработка подобных технологий и для морских 
экосистем. Для этих целей сначала необходимо оце-
нить природный биодеградативный потенциал на-
ходящихся в воде аборигенных микроорганизмов-
деструкторов и возможность их использования для 
ускорения процессов биодеградации.

Балтийское море характеризуется большим 
объемом впадающей речной воды, что делает его 
менее соленым по сравнению с другими морями. 
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Исследована способность к деградации нефти у бактериопланктона Балтийского моря в 
модельных системах с водой и седиментами Финского залива. Изолированы и идентифицированы 
микроорганизмы, разрушающие нефть, дизельное топливо, фенантрен, нафталин и БТЭК. 
Внесение в модельные системы шести отобранных микроорганизмов-деструкторов (с широким 
спектром субстратной специфичности) увеличивает потенциал аборигенного микробного 
сообщества в отношении деградации углеводородов нефти. Убыль нефти происходила в летних 
пробах как с интродуцированными микроорганизмами, так и без их внесения, однако наиболее 
интенсивная деградация была характерна для проб, содержащих внесенную микрофлору. 
Подсчитан коэффициент относительной нефтеокисляющей активности для всех модельных систем. 
Установлено, что зимняя проба, содержащая аборигенную ассоциацию микроорганизмов без 
специально внесенных в нее штаммов-деструкторов, характеризуется наибольшей относительной 
нефтеокисляющей активностью.
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Список сокращений: БТЭК − смесь бензола, толуола, этилбензола и ксилолов в равном соотношении; ДТ – дизельное топливо; 
КОЕ − колониеобразующая единица; ПЦР − полимеразная цепная реакция; Hd – гексадекан; Nah – нафталин; Phn – фенантрен; 
Tol – толуол.
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Микробное сообщество Балтийского моря – это 
уникальная комбинация морских и пресноводных 
микробных популяций, специфичных для дан-
ной акватории [1]. Эксперименты в микрокосмах 
по влиянию нефти на изменения в структуре ми-
кробных сообществ Балтийского моря проводи-
лись в Эстонии. В зависимости от концентрации 
и типа нефти (сырая или сланцевая) в микрокос-
мах формировались различные микробные сооб-
щества [2]. Группа финских исследователей про-
водила эксперименты по моделированию аварий-
ного разлива нефти в объемных мезокосмах с 
водой Балтийского моря [3]. Для отработки тех-
нологии биоремедиации авторы вносили микроб-
ный инокулят, выращенный на среде с дизельным 
топливом и растительным сорбентом. Однако 
оценка природного микробного биодеградативно-
го потенциала в отношении углеводородов нефти 
проведена не была.

Цель работы – исследование способности бак-
териопланктона и бентоса Балтийского моря к 
разрушению нефти и нефтепродуктов в модель-
ных лабораторных системах (микрокосмах).

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Отбор проб
Образцы воды и седиментов Балтийско-

го моря отбирали в летний и зимний периоды в 
двух точках Финского залива – порт  Усть-Луга 
(N59.676610, E28.429372) и деревня Кандикюля 
(N59.937182, E29.059099) в соответствии с 
ГОСТ 17.4.4.02-84 и ГОСТ 31862-2012. Пробы 
седиментов отбирали вдоль линии прибоя и по-
мещали в стерильные пластиковые контейнеры. 
Морскую воду отбирали в стерильные бутыли 
фирмы ISOLAB (Германия) емкостью 1 л на рас-
стоянии 1 м от берега. Температура воздуха при 
отборе проб в зимний период (февраль) составля-
ла 3°C, в летний период (август) − 18°C.

Выделение и идентификация 
микроорганизмов-деструкторов  
углеводородов нефти

Выделение бактериальных штаммов. Ото-
бранные пробы использовали для изоляции ми-
кроорганизмов-деструкторов углеводородов неф-
ти методом как прямого посева, так и пролонги-
рованного накопительного культивирования в 
минеральной среде, как описано ранее [4]. Для вы-
деления бактериальных штаммов-деструкторов 
методом накопительных культур из проб седимен-

тов использовали минеральную среду Эванса [5]. 
Из воды Финского залива микроорганизмы выде-
ляли следующим образом: пробу воды (100 мл, рН 
6,0) помещали в стек лянную колбу-качалку емко-
стью 750 мл, добавляли источники азота (10 мМ 
NH4Cl), фосфора (5 мМ фосфатный буфер), а 
также вносили следующие микроэлементы, г/л: 
ZnO – 0,41; FeCl3 ∙ 6H2O – 5,4; MnCl2 · 4H2O – 2; 
CuCl2 · 2H2O – 0,17; CoCl2 · 6H2O – 0,48; H3BO3 – 0,06 
(Panreac, Испания).

В качестве единственных источников углеро-
да и энергии в минеральную среду добавляли один 
из субстратов до следующих конечных концентра-
ций, г/л: нефть – 3, дизельное топливо (НК «Ро-
снефть», Россия) – 5, нафталин (Sigma-Aldrich, 
США), фенантрен (Sigma-Aldrich) – 1 и БТЭК 
(Panreac) – 5. Свойства используемой нефти («Мо-
сковский нефтеперерабатывающий завод») были 
следующие: плотность 796–831  кг / м3, содержание 
(в массовых долях) парафинов  2,7–4,5%, асфаль-
тенов − 0,13–1,67%, смол −  2,1–3,2%, серы (серо-
водородной и меркаптановой) − 0,057–0,060% [6].

Для приготовления агаризованной среды ис-
пользовали агар-агар (American type QP, Panreac). 
Нафталин и фенантрен добавляли на крышку пе-
ревернутой чашки Петри, а дизельное топливо и 
БТЭК наливали в силиконовые трубки, которые 
также помещали на крышку перевернутой чаш-
ки Петри. Нефть добавляли в агаризованную сре-
ду и для гомогенизации полученную смесь под-
вергали ультразвуковой обработке при часто-
те 20 кГц в течение 1 мин; процедуру повторяли 
дважды. 

В качестве полноценной питательной сре-
ды в работе использовали R2A Agar (AppliChem, 
Германия).

Для определения спектра утилизируемых ми-
кроорганизмами субстратов использовали метод 
отпечатков на агаризованной среде Эванса со сле-
дующими субстратами: нефть, дизельное топли-
во, нафталин, фенантрен, толуол или гексадекан 
(Panreac). Толуол или гексадекан  также наливали 
в силиконовую трубку и помещали на крышку пе-
ревернутой чашки Петри. Остальные субстраты 
добавляли, как описано выше.

Идентификацию выделенных микроорга-
низмов-деструкторов проводили, используя си-
стему MALDI Biotyper (матрично-активирован-
ная лазерная десорбция/ионизация), основанную 
на масс-спектрометрическом анализе рибосом-
ных белков, согласно протоколу фирмы-изготови-
теля (Bruker Daltonics, Германия). Пробы для ана-
лиза готовили по протоколу [7].
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Тотальную ДНК бактерий выделяли с ис-
пользованием AxyPrep Bacterial Genomic DNA 
MiniPrep Kit в соответствии с протоколом фир-
мы-изготовителя (Axygen Biosciences, США). 
Концентрацию ДНК определяли на флуориметре 
TKO-100 (Hoefer Scientific Instruments, США) с 
красителем Hoechst 33258 (BioRad, США) со-
гласно протоколу фирмы-изготовителя.

Геномный фингерпринт (BOXA1-ПЦР) для 
генотипического сравнения штаммов проводи-
ли с использованием праймера BOXA1 [8]. ПЦР 
осуществляли в циклере GeneAmp PCR System 
9700 (Applied Biosystems, США) в стандартных 
условиях при 50 мМ конечной концентрации де-
зоксирибонуклеозидтрифосфатов и в присут-
ствии 1,5 мМ MgCl2. Электрофорез ДНК прово-
дили в 1,2%-ном агарозном геле в 0,5-кратном 
трис-боратном буфере по стандартной методике 

(Bio-Rad) [9]. Визуализацию ДНК осуществляли 
путем окрашивания геля в растворе бромистого 
этидия (AppliChem).

Лабораторные модельные системы
Для определения нефтеокисляющей актив-

ности выделенных штаммов-деструкторов и 
микробных сообществ воды и седиментов Бал-
тийского моря  использовали пять лаборатор-
ных модельных систем (микрокосмов), каждую 
в трех повторностях. Стандартная эксперимен-
тальная модельная система содержала несте-
рильные пробу воды (отобранную в летний или 
зимний периоды), пробу седиментов (отобран-
ную в летний или зимний периоды) и нефть. 
Контрольная проба содержала те же ингреди-
енты, но образцы воды и песка были стерильны 
(табличный вывод).

№ модели
Нестерильная зимняя проба (морская вода 45 мл + 5 г песка) +
+ смесь микроорганизмов (106 кл/мл) + 250 мг нефти . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1
Нестерильная летняя проба (морская вода 45 мл + 5 г песка) + 
+ смесь микроорганизмов (106 кл/мл) + 250 мг нефти . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2
Нестерильная зимняя проба (морская вода 45 мл + 5 г песка) + 250 мг нефти . . . . . . . . . . . . . . . . 3
Нестерильная летняя проба (морская вода 45 мл + 5 г песка) + 250 мг нефти  . . . . . . . . . . . . . . . . 4
Контрольная проба: стерильный образец (морская вода 45 мл + 5 г песка) + 
+ смесь микроорганизмов (106 кл/мл) + 250 мг нефти . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5

Для оценки биодеградативной активности вы-
деленных в ходе работы микроорганизмов в три 
системы (№ 1, 2 и 5) вносили смесь шести штам-
мов – деструкторов ароматических и алифатиче-
ских соединений (табл. 1). Все изолированные 
штаммы-деструкторы были проверены на спо-
собность к росту на среде с нефтью, дизельным 
топливом, гексадеканом, фенантреном, нафтали-
ном или толуолом. Клеточные суспензии бакте-
рий добавляли в равном соотношении в конечной 

концентрации 5·106 КОЕ/мл. Эксперимент прово-
дили при комнатной температуре.

Мониторинг внесенных в микрокосм шести 
бактериальных штаммов проводили с использо-
ванием BOXA1-ПЦР. Серию разведений от 10−1 

до 10−4 высевали на агаризованную среду Эванса 
с нефтью. Отдельные колонии (минимум 200) пе-
реносили на среду R2A Agar и инкубировали в те-
чение ночи. Далее стерильной зубочисткой пере-
носили колонию в ПЦР-пробирку с  реакционной 

Та бл и ц а  1
Субстратная специфичность штаммов, использованных в микрокосмах

Substrate specificity of strains used in microcosms

Штамм
Субстрат

Нефть ДТ Nah Phn Tol Hd
Rhodococcus sp. 12 + + + – + +
Delftia sp. 14 + + + – + +
Pseudomonas sp. 24 + + + + + –
Rhodococcus sp. 28 + + – – + +
Sphingobacterium sp. 33 + – + + + –
Stenotrophomonas sp. 63 + + + – – –



79Биотехнология, 2017, Т. 33, № 4

ОЦЕНКА ДЕГРАДАТИВНОГО ПОТЕНЦИАЛА НЕФТЕОКИСЛЯЮЩИХ МИКРООРГАНИЗМОВ

смесью и проводили геномный фингерпринт 
(см. выше). В качестве контроля использовали 
препараты геномной ДНК этих штаммов (см. «Ус-
ловия эксперимента»).

Деградацию нефти оценивали методом 
ИК-спектрометрии на 7, 14 и 21-е сутки по сум-
марному показателю убыли в микрокосмах угле-
водородов нефти, экстрагируемых четыреххлори-
стым углеродом, согласно [10].

Количество колониеобразующих единиц не-
фтеокисляющих микроорганизмов определя-
ли прямым подсчетом колоний на агаризованной 
среде Эванса с нефтью в качестве единствен ного 
источника углерода и энергии. Число КОЕ для 
микрокосма № 5 определяли прямым подсчетом 
на среде Эванса с нефтью и на среде R2A. 

Общую численность бактериальных клеток опре-
деляли в камере Горяева при помощи фазово-кон-
трастного микроскопа Motic BA300 согласно [11].

Коэффициент относительной нефтеокисляю-
щей активности (Qн), отражающий относитель-
ную скорость окисления нефти микроорганизма-
ми, рассчитывали по следующей формуле:

Q
X
dS
dtH = ⋅

1
 ,

где dS – изменение концентрации субстрата за 
определенный период времени, %; dt – опреде-
ленный период времени, ч.; X – изменение числа 
КОЕ за определенный период времени, %:

.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Выделение, идентификация и характеристика 
микроорганизмов-деструкторов

Для изучения разнообразия микроорганиз-
мов Балтийского моря и их биодеградативного 
потенциала осуществляли отбор проб седимен-
тов и морской воды в зимний и летний периоды в 

двух точках Финского залива – порт Усть-Луга и 
деревня Кандикюля (Ленинградская обл.). Выде-
ление штаммов-деструкторов из отобранных об-
разцов проводили путем сочетания двух методов: 
прямого посева серий разведений на агаризован-
ную среду Эванса и пролонгированного накопи-
тельного культивирования в минеральной среде. 
В результате использования второго метода, как 
правило, доминируют микроорганизмы, облада-
ющие наибольшей скоростью роста и конкурен-
тоспособностью [12], поэтому комбинирование 
двух данных подходов позволяет выявить наи-
большее количество бактериальных штаммов, ак-
тивных как деструкторы нефти и ее компонентов. 
Всего с использованием двух методов на различ-
ных субстратах выделено из зимних образцов 78 
и из летних 118 бактериальных штаммов, катабо-
лизирующих углеводороды нефти (табл. 2).

Установлено, что около половины всех изо-
лированных микроорганизмов способны к ро-
сту на толуоле, треть штаммов – на нафталине и 
четверть штаммов используют нефть, дизельное 
топливо, гексадекан и/или фенантрен в качестве 
единственного источника углерода и энергии. 
Из протестированных ароматических соединений 
Tol характеризуется наибольшей биодоступно-
стью в водных экосистемах [13], поэтому неуди-
вительно, что значительное количество выделен-
ных бактериальных штаммов способны к ассими-
ляции данного компонента.

Штаммы, обладающие наиболее широкой суб-
стратной специфичностью (см. табл. 1), были ото-
браны из 196 исследованных образцов для экспе-
римента в микрокосмах. Эти штаммы относятся 
к различным родам бактерий, присутствуют как 
в зимних, так и в летних образцах и проявляют 
разную активность в отношении алифатической 
и ароматической составляющих нефти. Микроор-
ганизмы Rhodococcus sp. 12 и Delftia sp. 14 были 
выделены из образцов воды; Pseudomonas sp. 24, 
Rhodococcus sp. 28, Sphingobacterium sp. 33 и 
Stenotrophomonas sp. 63 – из образцов седиментов.

Та бл и ц а  2
Количественное распределение штаммов, выделенных двумя методами (зимняя проба /летняя проба)

Quantitative distribution of strains isolated by two different methods (winter sample/summer sample)

Точка сбора
Накопительное культивирование Прямой посев

Вода Седимент Вода Седимент

д. Кандикюля 12/13 11/16 8/11 8/30

п. Усть-Луга 10/12 11/11 9/5 9/20
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Динамика убыли углеводородов нефти 
в лабораторных модельных системах

Нефтеокисляющую активность выделенных 
штаммов-деструкторов и микробных сообществ 
воды и седиментов Финского залива изучали в 
лабораторной модельной системе (микрокос-
мах), используя летние и зимние условно «чи-
стые» пробы, отобранные у деревни Кандикюля. 
В экспериментах моделировали события, мак-
симально приближенные к реальному сценарию 
внезапного разлива нефти в акватории Балтий-
ского моря.

На рис. 1 представлены данные по динами-
ке остаточной концентрации нефти в модельных 
системах при длительности эксперимента 21 сут. 
Выявлено незначительное увеличение концен-
трации углеводородов на 14-е сутки в системах 
№ 3 и 4, не содержащих внесенных микроорга-
низмов-деструкторов, что, возможно, связано с 
присутствием в них микроскопических водоро-
слей [14]. В системах 1 и 2 такого увеличения 
концентрации углеводородов на 14-е сутки за-
мечено не было, вероятно, потому, что внесение 
микроорганизмов ингибирует рост микроскопи-
ческих водорослей.

Наибольшая скорость убыли нефти выявлена 
во всех системах в течение первых 7 сут. Сход-
ная динамика изменения концентрации нефти 
наблюдалась в течение 21 сут для микрокосмов 
1, 2 и 5 с внесенными микроорганизмами. Уро-
вень концентрации нефти в этих системах был 
ниже по сравнению с микрокосмами 3 и 4, содер-
жащими только аборигенные микроорганизмы- 
деструкторы (см. рис. 1).

Мониторинг численности внесенных 
бактериальных штаммов

Сравнение морфологических признаков бакте-
риальных колоний, а также контрольных профи-
лей геномного фингерпринта и профилей тести-
руемых штаммов (рис. 2) позволило определить 
присутствие интродуцированных микроорганиз-
мов в модельных системах.

Чтобы проследить за судьбой отдельных 
штаммов, внесенных в модель № 5, их относи-
тельное содержание подсчитывали на 7-е и 21-е 
сутки после посева серий разведений на ага-
ризованные среды R2A и Эванса с нефтью. Ре-
зультаты по КОЕ, полученные на обеих сре-
дах, были сравнимыми, поэтому они приведе-
ны в виде единого массива данных (табл. 3). На 
7-е сутки повысилось относительное содержание 

Рис. 2. Сравнение профилей геномного фингерпринта 
тестируемых колоний (2-я дорожка каждого образца) с кон-
трольными профилями (1-я дорожка каждого образца). М – 
маркеры ММ ДНК (1kb Plus DNA Ladder, Thermo Scientific, 
США). Номера дорожек соответствуют рабочим номерам ис-
следуемых штаммов, внесенных в микрокосмы.

Fig. 2. Comparison of colonies genome fingerprints (second 
lane in each sample) with control profiles (first lane in each 
sample). M – DNA MM markers (1kb Plus DNA Ladder, Thermo 
Scientific, USA). Lane numbers correspond to working numbers 
of strains introduced in microcosms

Рис. 1. Динамика остаточной концентрации нефти в ми-
крокосмах (номера кривых соответствуют номерам моделей) 

Fig. 1. Dynamics of oil residual concentration in microcosms 
(curve numbers are in consent with system numbers)
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 штаммов Rhodococcus sp. 12, Rhodococcus sp. 28 и 
Stenotrophomonas sp. 63, а на 21-е сутки в микро-
косме стали значительно преобладать штаммы 
Sphingobacterium sp. 33 и Stenotrophomonas sp. 63. 
Следует отметить, что относительное содержание 
Delftia sp. 14 резко уменьшилось уже на 7-е сутки 
эксперимента.

Доминирование штамма Stenotrophomonas 
sp. 63 к третьей неделе эксперимента (54% от чис-
ла КОЕ) можно объяснить тем, что к этому време-
ни фракционный состав внесенной в микрокосм 
нефти меняется в сторону преобладания тяже-
лых фракций, а штамм Stenotrophomonas sp. 63 
как раз проявляет высокую активность в отно-
шении указанных фракций. Это предположение 
согласуется с данными о том, что представители 
Stenotrophomonas обладают широкой субстрат-
ной специфичностью к высокомолекулярным 
полициклическим ароматическим углеводоро-
дам (количество  бензольных колец в молекуле  
от 3 до 7) [15].

Численность подсчитанных колоний для мо-
дельной системы № 5 на чашках с полноцен-
ной средой была в 2–3 раза выше, чем на сре-
де с нефтью. Однако общее количество бактери-
альных клеток, подсчитанных в камере Горяева, 
оказалось больше среднего числа КОЕ на 3 по-
рядка. Разница в числе КОЕ и общей численно-
сти бактериальных клеток может объясняться 
тем, что только крайне малая часть внесенных 
в микрокосм № 5 микроорганизмов, приспосо-
бившихся к существованию в морской воде Бал-

тийского моря, может выживать на минеральных 
и полноценных средах, несмотря на то, что из-
начально они были выращены на среде Эванса 
с нефтью. В отличие от использованных микро-
биологических сред, вода Балтийского моря ха-
рактеризуется крайне низким содержанием фос-
фора и азота, поэтому штаммы-деструкторы при 
переносе с воды на среды испытывают стресс, 
влияющий на их способность к росту. Это со-
гласуется с тем, что изначально считавшиеся не-
культивируемыми бактериальные штаммы, при-
сутствующие в морской воде и седиментах, все 
же через длительное время начинают расти на 
сильно обедненных средах [16]. Исходя из полу-
ченных нами результатов, следует указать, что 
прямой подсчет на чашках относительного со-
держания штаммов (КОЕ), по-видимому, не от-
ражает действительного соотношения этих ми-
кроорганизмов в микрокосмах.

В моделях № 1, 2, 3 и 4 реальное количество 
бактериальных клеток также превышало на 102 

значение КОЕ/мл, при этом значение КОЕ/мл и 
общая численность микроорганизмов в микро-
косме № 5 были выше аналогичных показателей 
других систем в среднем на порядок (данные не 
приведены). Данный факт можно объяснить от-
сутствием конкуренции со стороны аборигенной 
микрофлоры в отношении штаммов, внесенных в 
микрокосм № 5.

Несмотря на то, что в моделях № 1 и 2 выявля-
лись представители внесенных штаммов, досто-
верно подсчитать их относительное  содержание 

Та бл и ц а  3
Соотношение штаммов в контрольной модели (№ 5) в различные сроки культивирования

Abundance ratio of strains in microcosm 5 at various times of culturing

Штамм
Относительное содержание, %

7-е сут 21-е сут
Rhodococcus sp. 12 24,50 6,35
Delftia sp. 14 6,60 2,00
Pseudomonas sp. 24 13,35 7,50
Rhodococcus sp. 28 21,10 6,65
Sphingobacterium sp. 33 13,35 23,00
Stenotrophomonas sp. 63 21,10 54,50
Общая численность микроорганизмов, кл/мл (5,3 ± 0,5) · 108 (1,9 ± 0,1) · 109

Общее содержание КОЕ/мл (1,44 ± 0,08) · 105 (1,65 ± 0,04) · 106 
Примечание: клеточные суспензии бактерий добавляли в равном соотношении в конечной концентрации 5·106 КОЕ/мл, т.е. 
исходная концентрация каждого штамма (КОЕ/мл) составляла 16,7% от концентрации всей ассоциации.

Footnote: bacterial suspensions were added in equal ratios up to the final concentration of 5·106 CFU/mL, namely, the starting concen-
tration of each strain (CFU/mL) made up 16,7% of all association concentration.
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невозможно, так как данные микроорганиз-
мы в этих микрокосмах присутствовали уже 
изначально.

Анализ относительной нефтеокисляющей 
активности в микрокосмах

Для численной оценки метаболической ак-
тивности нельзя было использовать метаболи-
ческий коэффициент, поскольку не представ-
лялось возможным оценить изменение биомас-
сы в микрокосмах. Поэтому мы ввели понятие 
«коэффициент относительной нефтеокисляю-
щей активности», где метаболическая актив-
ность выражается через отношение изменения 
концентрации нефти к изменению числа КОЕ за 
определенный период времени (см. раздел «Ус-
ловия эксперимента»).

Наибольшие значения изменения числа КОЕ 
во всех микрокосмах выявлены в период с 7-х по 
14-е сутки; в последующие семь дней данные по-
казатели снизились более чем в 2 раза (табл. 4). 
Подсчитанные значения коэффициента относи-
тельной нефтеокисляющей активности микроор-
ганизмов для моделей № 1, 2, 4 и 5 в разные пе-
риоды были весьма близки. Наименьшее относи-
тельное изменение числа КОЕ зафиксировано в 
микрокосме № 3 (см. табл. 4). Несмотря на то, что 
убыль углеводородов нефти в этом микрокосме 
была меньше, чем в модельных системах № 2, 4 
и 5, коэффициент относительной нефтеокисляю-
щей активности для него был выше остальных на 
всех стадиях эксперимента, а максимальное зна-
чение он приобрел в период с 14-х по 21-е сутки. 
Полученные данные свидетельствуют о том, что 
обе летние пробы характеризуются максималь-
ной убылью нефти (см. рис. 1). Следует отметить, 
что зимняя проба без внесенных в нее микроорга-
низмов-деструкторов достигает наибольшей от-

носительной нефтеокисляющей активности ми-
кроорганизмов к 21-м суткам эксперимента за 
счет наибольшего относительного потребления 
углеводородов нефти на микробную единицу. Та-
ким образом, при оценке процесса биодеграда-
ции нефти в морских экосистемах следует учиты-
вать как изменение концентрации углеводородов, 
так и относительную метаболическую активность 
микробных штаммов.

Эксперименты с микрокосмами, содержащи-
ми образцы морской воды и седиментов Балтий-
ского моря, показали, что внесение штаммов-не-
фтедеструкторов увеличивает убыль нефти по 
сравнению с микрокосмами без внесенных ми-
кроорганизмов. Наименьшее количество бакте-
риальных клеток наблюдалось в зимней пробе, а 
наибольшее – в контрольной системе, содержа-
щей только шесть штаммов-нефтедеструкторов, 
что объясняется отсутствием конкуренции со сто-
роны аборигенной микрофлоры. Значения коэф-
фициентов относительной нефтеокисляющей ак-
тивности были практически одинаковыми как 
у микрокосмов с внесенными микроорганизма-
ми-деструкторами, так и у микрокосмов без них. 
Исключением является наибольший коэффициент 
относительной нефтеокисляющей активности, 
наблюдаемый у микрокосмов с зимней пробой 
без внесенных штаммов к третьей неделе экспе-
римента. Как зимние, так и летние пробы морской 
воды и седиментов обладают достаточным потен-
циалом для биодеградации нефти, однако внесе-
ние нефтеокисляющих бактериальных штаммов 
интенсифицирует этот процесс.

Данная работа выполнена при поддерж-
ке Министерства образования и науки Россий-
ской Федерации, уникальный идентификатор  
проекта – RFMEFI61615X0038.

Та бл и ц а  4
Коэффициент относительной нефтеокисляющей активности и изменение числа 
КОЕ штаммов-нефтедеструкторов за определенный период времени

Coefficient of relative oil-oxidizing microbial activity and relative change of CFU percentage 
of degrading strains for definite time period

№ модели
Изменение числа КОЕ, % Коэффициент, ч−1

7–14-е сутки 15–21-е сутки 7–21-е сутки 7–14-е сутки 15–21-е сутки 7–21-е сутки
1 86,18 40,29 91,75 0,007 0,015 0,003
2 88,21 37,78 92,67 0,007 0,015 0,003
3 38,10 96,07 41,85 0,017 0,084 0,007
4 88,15 73,20 96,84 0,007 0,007 0,003
5 95,62 −98,82 91,29 0,006 −0,006 0,003
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Abstract−The degradative potential of the Baltic Sea bacterioplankton in model systems with water and 
sediment of the Gulf of Finland has been investigated. Microorganisms that are capable of degrading 
crude oil, diesel fuel, phenanthrene, naphthalene and BTEX were isolated and identified. Introducing of 
six selected degrading microorganisms in the model systems increased the potential of the indigenous 
microbial community to degrade oil hydrocarbons. The oil decrease occurred in the summer samples 
with or without microorganism introduction, but to a greater extent in the first case. The coefficients of 
relative oil-oxidizing activity for all model systems were defined. The winter sample without microbial 
augmentation was shown to have the greatest relative activity of aboriginal oil-oxidizing microorganisms.

Key words: biodegradation, laboratory model systems, degrading microorganisms, oil hydrocarbons.
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