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Исследована субстратную специфичность штаммов бактерий, выде-
ленных из гексадекана. Установлено, что изоляты обладают способнос-
тью к росту на широком круге органических соединений, в том числе на 
различных нефтепродуктах и жирах.
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CHARACTERISTICS OF ALKANE-FEEDING STRAINS  
OF MICROORGANISMS PROSPECTIVE  FOR FIGHTING  

OIL POLLUTION

The authors study substrate specificity of bacterial strains isolated 
from hexadecane. It is established that isolats have ability to grow on wide 
range of organic compounds including oil-refinery products and lipids.
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В настоящее время одной из актуальных проблем является ликвида-
ция последствий загрязнения окружающей среды нефтью и нефтепро-
дуктами. Наиболее перспективным и экологически безопасным способом 
элиминации подобных загрязнений является использование микроорга-
низмов — деструкторов углеводородов нефти [1]. Практический интерес 
представляют штаммы микроорганизмов, способные усваивать широкий 
спектр углеводородов и обладающие высокой токсикорезистентностью. 
В связи с этим целью данной работы явилось изучить некоторые свойс-
тва алканотрофных штаммов бактерий, выделенных из цетана. 

В качестве объектов исследования использовали четыре бактериаль-
ных штамма, выделенных из хранившегося длительное время в лабора-
тории гексадекана: 1-05, 2-05, 1-04, 3-04. Для сравнения использовали 
культуру Pseudomonas aeruginosa, входящую в состав нефтеразрушаю-
щего микробиологического препарата «Деворойл» (препарат разработан 
в институте Микробиологии РАН и Научно-производственном предпри-
ятии «Биотехинвест») [3]. Препарат разработан в институте Микробио-
логии РАН и Научно-производственном предприятии «Биотехинвест».
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Для выделения культур из цетана использовали метод глубинного 
посева в агаризованную синтетическую среду № 1 следующего соста-
ва (%): KNO3 — 0,40; MgSO4 — 0,08; KH2PO4 — 0,06; Na2HPO4 — 0,14; 
гексадекан — 1; агар-агар — 2; рH среды 7,2. Для определения способ-
ности микроорганизмов использовать в качестве источника углерода 
углеводы и спирты готовили основной фон среды следующего соста- 
ва (г/л): пептон — 5,0; К2НРО4 — 1,0; рН 6,8. Углеводы или спирты 
вносили в количестве 1%. Для обнаружения изменения рН в среду до-
бавляли индикатор бромкрезолпурпур — из расчета 2 мл 1,6%-го спир-
тового раствора на 1 л среды [2].

Исследование возможности роста культур на средах с индивидуальны-
ми углеводородами, формалином, карболовой кислотой, нефтепродукта-
ми и жирами проводили при помощи метода «лунок». 

В качестве фоновой среды использовали синтетическую среду сле-
дующего состава (%): KNO3 — 0,40; MgSO4 — 0,08; KH2PO4 — 0,06; 
Na2HPO4 — 0,14; агар-агар — 2,0; рH 7,2 [2].Особенности роста каж-
дого штамма изучали по шкале, разработанной Д.В. Хомяковой [4].
Также оценивали способность изолятов к росту в жидкой синтетичес-
кой среде с нефтепродуктами. В колбы со 100 мл среды после стери-
лизации добавляли 1% соответствующего нефтепродукта. Для посева 
использовали суспензии односуточной культуры (1 мл на 100 мл сре-
ды). Инкубирование проводили на круговой качалке (180 об/мин.) при 
температуре 25 оС в течение 24 часов. Количественный контроль рос-
та бактерий осуществляли при помощи метода серийных разведений с 
последующим высевом на чашки Петри с плотной синтетической сре-
дой с 1 % гексадекана. 

Определение чувствительности к антибиотикам проводили с исполь-
зованием диско-диффузионного метода [2]. Статистическую обработку 
результатов проводили с использованием пакета программ Excel 2000 и 
общепринятых методов. Рассчитывали средние арифметические вели-
чины (М) и доверительные интервалы. Выводы сделаны при вероятности 
безошибочного прогноза Р ≥ 0,95. 

Выделенные из гексадекана штаммы росли как на синтетической 
среде с гексадеканом, так и на белковых средах (рыбо-пептонный агар, 
мясо-пептонный бульон). 

Культуры 1-05, 2-05, 1-04 могли развиваться за счет арабинозы, рам-
нозы, инозита, но не использовали сахарозу и сорбит. На глюкозе росли 
штаммы 1-05 и 2-05, лактозе 2-05, мальтозе — 2-05, дульците —  2-05. 
Эти три изолята обладали способностью к росту и на средах со следующи-
ми индивидуальными углеводородами: гексаном, октаном, изооктаном, 
деканом, декалином, ундеканом, додеканом, гексадеканом, ксилолом, 
изопропилбензолом, бензолом и нитробензолом. Штамм 3-04 не разви-
вался ни на одном из используемых субстратов.

Выделенные из цетана штаммы представлены подвижными, неспо-
рообразующими, грамотрицательными палочками, одиночными или по-
парно соединенными. 

Все штаммы, изолированные из цетана, не использовали сахарозу и 
сорбит. Арабинозу, рамнозу, инозит использовали культуры 1-05, 2-05, 
1-04, лактозу — 2-05, мальтозу — 1-05, дульцит — 2-05. Глюкозу аэроб-
но окисляли два штамма 1-05 и 2-05. Исследуемые микроорганизмы ока-
зались каталаза- и оксидаза-положительными. Все штаммы не обладали 
протеолитической активностью (не продуцировали коллагеназу и казе-
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иназу), не гидролизовали крахмал и не продуцировали лецитиназу. При 
росте в МПБ культуры не образовывали сероводород и аммиак. У трех 
штаммов (1-05; 2-05; 1-04) обнаружена способность к росту на безазо-
тистой среде Эшби, что может свидетельствовать о том, что культуры 
способны фиксировать молекулярный азот или являются олигонитро-
филами. Также эти три культуры хорошо развивались на синтетической 
среде, т.е. были способны усваивать азот минеральных солей. Нитраты 
восстанавливали штаммы 2-05, 1-04 и 3-04.

Штаммы не развивались при температуре +42 оС, при темпера-
туре +5 оС способность к росту была обнаружена только у штамма  
3-04. Все изоляты хорошо росли в МПБ с 2,5% NaCl. Наиболее солето-
лерантным оказался штамм 3-04, у которого зафиксирован рост в при-
сутствии 6,5% NaCl. При более высоких концентрациях NaCl (15; 20%) 
у всех культур рост отсутствовал.

Культуры, выделенные из гексадекана, проявили различную чувс-
твительность к антибиотикам. Из антибиотиков группы пенициллинов 
наибольший эффект по отношению к исследуемым штаммам показал 
пиперациллин. Культура 3-04 характеризовалась высокой степенью 
чувствительности к оксациллину Исследуемые штаммы проявили 
чувствительность к карбапенемам: имипенему и меропенему, при этом 
культура 3-04 оказалась высоко чувствительной. Цефалоспорины ока-
зали различное воздействие на рост исследуемых микроорганизмов. 
Штаммы 1-04 и 1-05 проявили резистентность к цефалотину, цефазо-
лину, при этом культура 1-05 также оказалась устойчивой к цефипиму, 
цефамандолу и цефуроксиму. Наиболее чувствительным к цефалоспо-
ринам оказался штамм 3-04. Зоны подавления роста культуры от 28,5 
до 30 мм были зарегистрированы в опытах с такими антибиотиками, 
как цефалотин, цефалексин, цефтриаксон, цефуроксим, цефазолин и 
цефаклором. К ванкомицину из четырех исследуемых изолятов сла-
бую чувствительность проявил штамм 1-04. Полимиксин оказал бак-
терицидное действие на штаммы 1-04, 1-05, 2-05, в то время как 3-04 
проявил резистентность к этому антибиотику. При действии аминог-
ликозидов (гентамицина, канамицина, тобрамицина) на тест-культуры 
отмечались бактерицидный и бактериостатический эффект. Наиболее 
чувствительным к аминогликозидам оказался штамм 3-04. 

Для характеристики штаммов, выделяемых из природных источ-
ников, важным является изучение их субстратной специфичности. 

В связи с этим было исследована способность бактериальных штам-
мов, выделенных из гексадекана, использовать в качестве источников 
углерода индивидуальные углеводороды. Культуры 1-05, 2-05, 1-04 
активно использовали гексан, октан, изоактан, декан, ундекан, доде-
кан. На среде с углеродом четыреххлористым отмечался скудный рост у 
штаммов 1-05, 2-05, 1-04.

Что касается ароматических углеводородов, наиболее токсичными 
для штаммов являлись бензол, нитробензол и толуол. На средах с эти-
ми углеводородами изоляты из гексадекана давали слабый или скуд-
ный рост. Штамм 1-05 не развивался на средах с бензолом и толуолом. 
Культуры хорошо развивались на среде с изопропилбензолом и ксило-
лом. Однако на среде с изопропилбензолом рост наблюдался только до 
середины штриха, что свидетельствует о токсичности углеводорода, 
степень которой уменьшалась по мере снижения концентрации, делая 
возможным развитие штаммов. 
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Проведенные исследования показали, что углеводородокисляющая 
активность трех изолятов из гексадекана в целом сходна с таковой эта-
лонного штамма P. aeruginosа, входящего в состав «Деворойла». 

Штаммы 1-05, 2-05, 1-04 хорошо развивались на средах с такими 
спиртами, как этанол, октанол, глицерин. 

На среде с бутанолом отмечался умеренный или хороший рост изоля-
тов. Более слабо культуры использовали пентанол. На среде с изопропи-
ловым спиртом у исследуемых бактерий отмечался скудный рост, в от-
личие от производственного штамма P. aeruginosа. Штамм 3-04 из всех 
взятых для эксперимента спиртов использовал только октанол. Ионол 
не использовала ни одна культура, в том числе P. aeruginosа.

Изоляты из гексадекана, в отличие от штамма P. aeruginosа, входя-
щего в состав препарата «Деворойл», окисляли формалин, при этом на-
ибольшую активность проявила культура 2-05 .

Также у исследуемых штаммов обнаружена способность развиваться 
на среде, содержащей карболовую кислоту в качестве единственного ис-
точника углерода. Более активно культуры росли на среде с 10%-й кар-
боловой кислотой. Культуры 1-04, 1-05 и 2-05 хорошо развивались на 
таких субстратах, как маргарин, сливочное масло, растительное масло, 
внутренний говяжий жир, пчелиный воск. Штамм 3-04 проявил мень-
шую активность по отношению к этим источникам углерода. 

Таким образом, исследования показали, что три культуры, выде-
ленные из гексадекана, отличались способностью использовать широ-
кий круг органических соединений. Важной характеристикой штаммов 
является их активность по отношению к различным углеводородам, а 
также жирам, и возможности их использовать в качестве единственно-
го источника углерода. Все это позволяет говорить о перспективности 
использования выделенных культур микроорганизмов для устранения 
нефтезагрязнений1.
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