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Аннотация
Изучена способность  трех штаммов углеводородокисляющих бактерий,

выделенных из нефтезагрязненных почв юга Приморского края,  к росту при
различных температурах (5 ˚С, 22 ˚С, 37 ˚С) и концентрациях NaCl (10.0, 27.5,
35.0, 40.0 г/л). Штамм Rhodococcus sp. 1A сохранял жизнеспособность во всем
диапазоне температур при концентрации NaCl 35 г/л, штамм Rhodococcus sp. 3B
– при 27.5 г/л и штамм Pseudomonas sp. 25 – при 40.0 г/л. Все штаммы бактерий
продемонстрировали способность к окислению нефти в концентрации 1–5 %.
При концентрации 1 % степень деструкции варьировала в пределах 55.33–71.23
%, при максимальной концентрации нефти (5 %) окислительная способность
уменьшалась  до  26.11–38.23  %.  Проверка  биологической  безопасности
показала,  что  все  исследуемые  бактериальные  штаммы  обладают  слабой
адгезивностью,  у  них  отсутствуют  плазмокоагулазная,  фибринолитическая,
лецитиназная активности. Гемолитическая активность была обнаружена только
у штамма Rhodococcus sp. 1A. Штамм Rhodococcus sp. 1A резистентен к 7 из 14
антибиотиков, Rhodococcus sp. 3B и Pseudomonas sp. 25 – к 3 антибиотикам.  

Ключевые слова: нефть; биоремедиация; температура; соленость; факторы 
патогенности; антибиотикочувствительность

Введение

Нефть – одно из важнейших для человека природных ископаемых, также
является и стратегически значимым товаром в мировой экономической системе.
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Ежегодное увеличение добычи этого ресурса ведет не только к постепенному
истощению запасов нефти, но и к увеличивающимся по масштабам и частоте
возникновения  экологическим  катастрофам.  По  данным  Ростехнадзора,  в
период с 2014 по 2024 гг. произошли 532 аварийные ситуации, влияющие как
на  здоровье  населения,  так  и  на  состояние  окружающей  среды.  Одним  из
природных  компонентов,  испытывающим  влияние  нефти  и  нефтяных
углеводородов,  является  почва.  Сложный  состав  нефти,  в  которую  входит
органическая  и  неорганическая  компоненты,  определяет  ее  негативное
воздействие  на  окружающую  среду  (Дорожукова,  Янин,  2004).  Вследствие
попадания  нефтепродуктов  в  почву  изменяется  ее  гранулометрический  и
фракционный  состав,  морфологическое  строение  и  окраска,  соотношение
макро-  и  микроэлементов,  ухудшаются  водно-физические  свойства  и
естественная  аэрация,  увеличивается  гидрофобность,  резко  повышается
токсичность (Степанова, 2020). 

На основании перечисленного возникает закономерная необходимость в
уменьшении влияния нефти и нефтяных углеводородов на почвенную среду.
Существующие  методы  очистки  почв,  включающие  механические,
термические,  физико-химические  и  биологические,  часто  применяются  на
практике  и  показывают  свою  эффективность  (Копорулин,  2024).  Среди
последних  особенно  выделяются  микробиологические  способы  деструкции
нефти,  в  основе  которых  лежит  естественный  процесс  разложения  за  счет
способности  микроорганизмов  окислять  углеводороды.
Углеводородокисляющие  микроорганизмы,  благодаря  своей  метаболической
пластичности, толерантности к условиям окружающей среды и высоких темпов
роста,  успешно  используются  в  целях  биоремедиации,  что  доказано  в
многочисленных научных источниках (Zhang et al., 2016; Ali et al., 2021). 

Есть  мнение  о  том,  что  наиболее  эффективными  биопрепаратами
являются  те,  которые  созданы  на  основе  аборигенных  нефтеокисляющих
микроорганизмов  из  конкретного региона  и  которые  приспособлены  к
определенным абиотическим факторам среды обитания (Иванова и др. 2021)

Несмотря  на  хроническое  загрязнение  антропогенно-преобразованных
почв  Приморского  края  нефтью  и  нефтепродуктами  (Жарикова,  2022),
углеводородокисляющий потенциал аборигенной почвенной микробиоты этого
региона  совершенно  не  исследован.  В  связи  с  этим,  цель  работы –  изучить
метаболические  и  физиологические  особенности  углеводородокисляющих
штаммов бактерий, выделенных из нефтезагрязненных почв юга Приморского
края.
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Материалы и методы

Объекты  исследования.  Для  работы  были  использованы  3  штамма
бактерий  (Rhodococcus  sp. 1A,  Rhodococcus  sp.  3B,  Pseudomonas sp.  25)  из
коллекции  Научно-исследовательской  лаборатории  морской  микробиологии
Института Мирового океана (Школы) ДВФУ. Микроорганизмы были выделены
в 2025 году из  образцов почв с территорий Приморского края, подверженных
хроническому  антропогенному  загрязнению  нефтепродуктами.  Все  они
продемонстрировали  активный  рост  на  голодной  минеральной  среде,
содержащей 1 % сырой нефти в качестве единственного источника углерода.

Оценка  способности  исследуемых  бактерий  к  росту  при  различных
значениях  солености  и  температуры. Для  оценки  выживаемости  штаммов
бактерий  при  различных  концентрациях  солености  и  температуры  культуры
бактерий  вносили  в  стеклянные  колбы,  содержащие  50  мл  жидкой
универсальной  питательной  среды  СММ  с  различной  концентрацией  NaCl
(10.0;  27.5;  30.0  и  40.0  г/л)  (Бузолева,  2011).  Инкубацию  проводили  при
температурах 5 °С, 22 °С и 37 °С в течение 7 суток. По окончании эксперимента
делали высев на аналогичную плотную питательную среду для подтверждения
жизнеспособности клеток.

Определение  способности  бактерий  к  утилизации  различных
концентраций  нефти. Для  оценки  углеводородокисляющей  активности
культуры микробных клеток вносили в стеклянные колбы, содержащие 100 мл
минеральной  среды  Ворошиловой-Диановой  с  добавлением  NaCl в
оптимальной для каждого штамма концентрации (Ворошилова, Дианова, 1952).
В качестве единственного источника углерода в колбы добавляли сырую нефть
в концентрациях 1.0,  1.5,  3.0,  и  5.0  %. Конечную концентрацию микробных
клеток в среде доводили до 106  кл/мл. Инкубацию проводили на качалке при
оптимальной для каждого штамма температуре в течение 1 месяца. В качестве
контроля  использовали  стерильную  минеральную  среду  с  нефтью.  Опыт
повторяли  трижды.  Остаточное  содержание нефтепродуктов  определяли
гравиметрическим  методом  в  соответствии  с  ПНД Ф 14.1:2.116-97. Степень
утилизации  бактериями  нефти  выражали  в  процентах  и  оценивали  по
изменению исходных значений с учетом контроля.  

Изучение биологической безопасности исследуемых штаммов бактерий.
Способность  бактерий  к  адгезии  определяли  на  основе  расчета  индекса
адгезивности микроорганизмов (ИАМ) к эритроцитам человека I группы Rh (+)
по  известной  методике  (Бриллис  и  др.,  1986).  Микроорганизмы  считали
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неадгезивными при ИАМ ≤ 1.75, низкоадгезивными - при ИАМ от 1.76 до 2.5,
среднеадгезивными – при ИАМ от 2.51 до 4.0 и высокоадгезивными при ИАМ>
4.0. 

Для выявления гемолитической активности суточные культуры бактерий
высевали на кровяной агар и инкубировали при температуре 37 °С в течение 48
часов, после чего фиксировали наличие или отсутствие зеленовато-коричневой
окраски  вокруг  колоний  вследствие  образования  метгемоглобина  или
прозрачных зон гемолиза различного размера (Государственная фармакопея РФ
XIII издания). 

Для  выявления  плазмокоагулазной  активности в  стерильные  пробирки
типа  Эппендорф  вносили  суточные  культуры  бактерий  и  0.3  мл  цитратной
плазмы,  разведенной  раствором  NaCl 0.9  %  в  соотношении  1:5.  После
инкубации при температуре 37 °С отмечали появление или отсутствие хлопьев
(Государственная фармакопея РФ XIII издания).

Для  выявления  фибринолитических  свойств  в  стерильные  пробирки
вносили  0,1  мл  цитратной  плазмы,  0.4  мл  раствора  NaCl 0.9  %,  0.25  мл
суточной  культуры  бактериальных  клеток,  0.25  мл  раствора  CaCl2  0.25  %.
Пробирки  встряхивали  и  помещали  в  термостат  при  температуре  37°С  в
течение 20 мин. Если в пробирках после инкубации образуется сгусток и через
2 ч не отмечается его разжижение, то считают, что испытуемая культура не
обладает  фибринолитическими свойствами (Государственная  фармакопея  РФ
XIII издания). 

Лецитиназную  активность выявляли  с  использованием  желточно-
солевого  агара  Чистовича  (ЖСА). О  наличии  активности  судили  по  зонам
помутнения  среды  вокруг  колоний  (Государственная  фармакопея  РФ  XIII
издания). 

Для определения антибиотикочувствительности исследуемых штаммов
бактерий применяли диско-диффузионный метод (ДДМ) в соответствии с МУК
4.2.1890-04. В работе использовали 14 видов антибиотиков различных классов:
амикацин,  гентамицин,  имипенем,  ципрофлоксацин,  норфлоксацин,
ванкомицин,  эритромицин,  амоксициллин,  ампициллин,  рифампицин,
сульфаметоксазол, тетрациклин, канамицин, левомицетин.

Статистическая  обработка  данных.  Все  эксперименты  проводили  в
трех  повторностях.   Результаты  по  оценке  степени  утилизации  нефти
бактериями  представляли  в  виде  средних  значений  со  стандартными
отклонениями, которые рассчитывали с использованием программы Microsoft
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Excel 2019. Для исследования адгезивных свойств каждого штамма бактерий
проводили расчет ИАМ с учетом не менее 50 эритроцитов. 

Результаты и обсуждение

Оценка способности исследуемых бактериальных штаммов к росту при
разных значениях температур и солености

Для целей биоремедиации важны бактерии, способные адаптироваться к
широкому диапазону внешних факторов, таких как pH среды, соленость или
температура.  Температурный  режим  почв  зависит  от  климата,  широты  и
глубины.  В  среднем  по  миру  на  глубине  20  см  среднегодовые  значения
варьируют от -12 °С в арктических широтах до +28 °С на экваторе, при этом,
например, в  пустынях верхний слой почвы может прогреваться до +50 °С и
выше.  Температура  окружающей  среды  напрямую  влияет  на
жизнедеятельность  микроорганизмов,  их  популяционную  динамику  и
способность  к  окислению  нефтяных  углеводородов.  Так,  согласно
исследованиям,  термотолерантные  бактерии,  выделенные  из  проб  грунта  и
воды  России,  Казахстана  и  Антарктиды,  способны  утилизировать  нефть  и
дизельное топливо как при 24 °С, так и при 45 °С (Делеган и др., 2016). Помимо
этого,  авторы  отмечают  устойчивость  некоторых  выделенных  бактерий  к
повышению содержания хлорида натрия в среде до 7 % (Делеган и др., 2016).

Зачастую  помимо  самой  нефти,  в  почву  попадают  и
высокоминерализованные  нефтепромысловые  воды,  а  также  токсичные
солесодержащие  реагенты,  используемые  при  добыче.  В  связи  с  этим
концентрация соли может возрастать, достигая содержания от 1.5 до 2.4 % в
лугово-каштановых почвах, от 6,8 до 9.0 % в соровых солончаках (Ибатуллина,
2012). Поэтому также важна проверка способности бактерий, применяемых для
очистки нефтезагрязненных почв, выдерживать различные концентрации соли. 

Результаты наших собственных исследований по изучению способности
роста  углеводородокисляющих бактерий в  широком диапазоне  температур и
солености представлены в таблице 1. 

Таблица 1 – Рост исследуемых штаммов бактерий при различных значениях

температур и солености
Название
штамма

бактерий

Концентрация NaCl

10 г/л 27.5 г/л 35 г/л 40 г/л
5 °С 22 37 5 °С 22 37 5 °С 22 37 5 °С 22 37
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°С °С °С °С °С °С °С °С
Rhodococcus sp.
1A

+ + + + + - + + + + + -

Rhodococcus sp.
3B

+ + + + + + - - + + + -

Pseudomonas
sp. 25

+ + + + + - + + - + + +

Как видно из представленных данных, только при концентрации хлорида
натрия  10  г/л  все  исследуемые  штаммы  продемонстрировали  рост  во  всем
диапазоне  температур.  Наиболее  интенсивный  рост  всех  штаммов  бактерий
отмечался  при  температуре  22  °С. Повышение  содержания соли  до 27.5  г/л
приводило к остановке роста штаммов Rhodococcus sp. 1A и Pseudomonas sp. 25
при температуре 37 °С. Однако рост микроорганизмов возобновлялся при более
высоких концентрациях хлорида натрия – у штамма Rhodococcus sp. 1A при 35
г/л, а у Pseudomonas sp. 25 – при 40.0 г/л. Подобные неоднозначные результаты
указывают  на  сложные  адаптационные  механизмы  бактерий,  которые
реализуются при сочетанном воздействии абиотических факторов окружающей
среды.

Штамм  Rhodococcus sp.  1A сохранял  жизнеспособность  во  всем
диапазоне температур при концентрации NaCl 35.0 г/л, штамм Rhodococcus sp.
3B – при 27.5 г/л и штамм Pseudomonas sp. 25 – при 40.0 г/л. Таким образом,
полученные  результаты  могут  быть  использованы  для  создания  микробного
консорциума, способного осуществлять биодеструкцию в широком диапазоне
температур и солености за счет активности его отдельных штаммов бактерий.

Оценка  способности  исследуемых  штаммов  бактерий  к  росту  при
различных концентрациях нефти 

Помимо  перечисленных  свойств,  важной  характеристикой  для
углеводородокисляющих бактерий,  используемых в биоремедиации,  является
их способность выживать и расти при различном содержании нефти в среде.
Установлено,  что  высокое  содержание  нефти  и  нефтепродуктов  влияет  на
большинство  микроорганизмов,  ингибируя  их  жизнедеятельность  за  счет
подавления ферментативной активности (Wahla et  al.,  2020).  В связи с  этим,
наиболее  предпочтительными  являются  бактериальные  штаммы,  способные
усваивать  широкий  спектр  углеводородов  и  обладающие  высокой
токсикорезистентностью. 

Способность к окислению углеводородов нефти и других органических
веществ  –  важный  критерий  выбора  бактерий  для  эффективной  очистки
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нефтезагрязненных почв. Поэтому для создания качественного биопрепарата на
основе  углеводородокисляющих  бактерий  необходимо  проведение
исследований по оценке их метаболического потенциала. Для этого инкубацию
бактерий  проводили  в  присутствии  1–5  %  сырой  нефти  при  оптимальных
условиях,  которые  были  определены  в  ходе  предыдущего  этапа  работы
(температура  22°С и  концентрация  NaCl 10  г/л).  В  результате  проведенной
нами работы установлено, что все штаммы бактерий способны к утилизации
нефти с разной эффективностью (табл. 2).

Таблица 2 – Степень утилизации нефти исследуемыми штаммами бактерий,

%
Название штамма

бактерий
Концентрация нефти

1 % 1.5 % 3 % 5 %

Rhodococcus sp. 1A 56.12 ± 0.02 43.02 ± 0.01 41.49 ± 0.04 38.23 ± 0.18

Rhodococcus sp. 3B 71.23 ± 0.02 53.76 ± 0.03 36.01 ± 0.01 26.11 ± 0.02
Pseudomonas sp. 25 55.33 ± 0.05 52.25 ± 0.02 45.77 ± 0.01 37.48 ± 0.09

При  содержании  нефти  в  среде  1–1.5  %  наиболее  высокую  степень
окисления  поллютанта  демонстрирует  штамм  Rhodococcus  sp.  3B.  При
повышении концентрации нефти до 3–5 % большую эффективность проявляют
штаммы Rhodococcus sp. 1A. и Pseudomonas sp. 25. 

Основные параметры, которые учитываются при создании консорциумов
это  наличие  у  микроорганизмов  разных  ферментных  систем,  которые  будут
направлены на конверсию различных по структуре углеводородов нефти, таким
образом  снижается  конкуренция  за  субстрат.  В  связи  с  чем,  эффективнее
использовать  микроорганизмы,  относящиеся  к  разным  таксономическим
группам с определенными метаболическими путями деградации углеводородов
(Ким и др. 2025). 

Представители  рода  Rhodococcus способны  разрушать  алифатические
углеводороды  всеми  известными  на  сегодняшний  день  способами  за  счет
продукции  различных  алкангидрокислаз.  Помимо  этого,  родококки  могут
трансформировать  и  деградировать  широкий спектр  углеводородов,  включая
ароматические, нитроароматические, поли- и гетероциклические углеводороды,
полихлорированные  бифенилы,  фенолы  и  т.д.  (Ивишина  и  др.,  2021).
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Pseudomonas spp.  окисляют  разнообразные  по  химической  структуре
углеводороды,  в  частности  у  них  найдены  нафталин  диоксигеназы
катализирующие конверсию более 50 ароматических углеводородов (Abubakar
et al., 2024).

Выявление  факторов  патогенности  и  антибиотикорезистентности
исследуемых бактериальных штаммов 

Помимо  очевидной  способности  к  окислению  углеводородов  нефти,
одним из основных фильтров по отбору полезных микроорганизмов является
их биологическая безопасность для человека, животных и окружающей среды.
Поэтому  особенное внимание заслуживает проверка факторов вирулентности.
Присутствие  патогенных  микроорганизмов  и/или  продуктов  их  метаболизма
может  привести  к  нарушению  естественного  микробного  сообщества  или
вторичному  загрязнению  территории,  что  нанесет  экологический  и
экономический  ущерб.  Внесение  в  среду  недостаточно  изученных
микроорганизмов,  например,  в  составе  органического  удобрения,  может
увеличить локальное содержание мобильных генетических элементов и частоту
горизонтального переноса генов в микробном сообществе (Economou,  Gousia,
2015). 

Кроме  того,  важной  характеристикой  микроорганизмов,  используемых
для очистки среды от поллютантов, является их антибиотикорезистентность. С
одной  стороны,  микроорганизмы,  обладающие  генами,  связанными  с
устойчивостью  к  антибиотикам,  указывают  на  адаптивные  преимущества  и
выживаемость  в  загрязненных  конкурентных  средах  (Zaman et al.,  2025).  С
другой  стороны,  почвенные  бактерии  с  мультирезистентностью  являются
глобальным  резервуаром  генов  устойчивости.  Главный  риск  заключается  в
способности  этих  бактерий  передавать  защитные  механизмы  патогенным
микроорганизмам  через  горизонтальный  перенос  генов.  В  связи  с  этим,
чувствительность  к  антибиотикам  стоит  рассматривать  с  точки  зрения
будущего  контроля  распространения  бактерий  с  генами  устойчивости  в
природной среде (Дегтярева и др., 2021).  

Вследствие  вышеперечисленного,  возникает  необходимость  оценки
различных свойств микроорганизмов перед их внесением в почвенную среду.

В  результате  оценки  адгезивных  свойств  исследуемых  нами  бактерий
установлено, что штаммы Rhodococcus sp. 1A и Pseudomonas sp. 25 относятся к
неадгезивным, их ИАМ равны   1.21 и 1.18 соответственно. Штамм Rhodococcus
sp. 3B является низкоадгезивным, ИАМ = 2.09. 
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Также  вследствие  определения  других  факторов  патогенности  было
обнаружено,  что  исследуемые  бактериальные  штаммы  не  обладают
плазмокоагулазной, фибринолитической и лецитиназной активностью. 

Что касается гемолитической активности,  то положительная реакция,  а
именно образование прозрачной зоны гемолиза вокруг колоний, была отмечена
только у  штамма  Rhodococcus  sp. 1A.  Известно, что гемолизины – вещества,
разрушающие  эритроциты,  продукция  которого  является  фактором
патогенности микроорганизмов. В то же время  имеются сведения о том, что
бактерии  рода  Rhodococcus являются  продуцентами  трегалолипидов  –
биосурфактантов,  проявляющих гемолитическую активность  (Zaragoza et al.,
2010). В связи с этим, оценка биологической безопасности Rhodococcus sp. 1A
требует проведения дополнительных исследований.

Результаты  эксперимента  по  определению  чувствительности
микроорганизмов  к  антибиотикам,  проведенный  диско-диффузионным
методом, представлены в таблице 3.

Таблица 3 – Антибиотикочувствительность исследуемых штаммов бактерий
№ Антибиотик Название штамма бактерий

Rhodococcus sp. 1A Rhodococcus sp. 3B Pseudomonas sp. 25
1 Амикацин – – –
2 Гентамицин – – –
3 Имипенем – – –
4 Ципрофлоксацин – – –
5 Норфлоксацин – – –
6 Ванкомицин + – –
7 Эритромицин + – +
8 Амоксициллин + – –
9 Ампициллин + + +
10 Рифампицин + ± +
11 Сульфаметоксазол + + –
12 Тетрациклин  – ± –
13 Канамицин  – + ±
14 Левомицетин + – –

Примечание: + устойчивый, – чувствительный, ± умеренно устойчивый

Обнаружено, что штамм Rhodococcus sp. 1A оказался устойчив к 7 из 14
взятых в работу антибиотиков. Штаммы Rhodococcus sp. 3B и Pseudomonas sp.
25 проявляли резистентность к 3 из 14 антибиотиков, а также были умеренно
устойчивы  к  действию  канамицина  (Pseudomonas sp.  25),  рифампицина  и
тетрациклина (Rhodococcus sp. 3B). 

Заключение
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Результаты  работы  показали,  что  все  исследуемые  штаммы  бактерий
обладают высокой углеводородокисляющей активностью и способны расти в
широком диапазоне температур и солености,  что делает  их перспективными
для  биоремедиации  нефтезагрязненных  территорий.  Оценка  биологической
безопасности  на  основе  выявления  факторов  вирулентности  и
антибиотикочувствительности  показала,  что  штаммы  Rhodococcus  sp. 3B  и
Pseudomonas  sp. 25 обладают низким патогенным потенциалом. Исследование
биологической  безопасности  Rhodococcus  sp.  1A  требует  проведения
дополнительных исследований. 
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Abstract

The growth capacity of three hydrocarbon-oxidizing bacterial strains isolated
from oil-contaminated soils in the southern Primorsky Krai was studied at various
temperatures (5, 22, and 37˚C) and NaCl concentrations (10, 27.5, 35, and 40 g/L).
Rhodococcus sp. 1A remained viable across the entire temperature range at a NaCl
concentration of 35 g/L, Rhodococcus sp. 3B at 27.5 g/L, and Pseudomonas sp. 25 at
40 g/L. All bacterial strains demonstrated the ability to oxidize oil at concentrations
of 1–5 %. At a concentration of 1 %, the degree of degradation ranged from 55.33–
71.23  %,  while  at  the  maximum oil  concentration  (5  %),  the  oxidizing  capacity
decreased to 26.11–38.23 %. Biosafety testing revealed that all bacterial strains tested
exhibited weak adhesion and lacked plasmacoagulase,  fibrinolytic,  and lecithinase
activity. Hemolytic activity was detected only in Rhodococcus sp. 1A. Rhodococcus
sp.  1A  was  resistant  to  7  of  14  antibiotics,  while  Rhodococcus  sp.  3B  and
Pseudomonas sp. 25 were resistant to 3 antibiotics.

Keywords: oil; bioremediation; temperature; salinity; pathogenicity factors; 
antibiotic susceptibility
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