
18 ВЕСТНИК  МОСКОВСКОГО  УНИВЕРСИТЕТА. СЕРИЯ 5. ГЕОГРАФИЯ. 2018. № 6

Введение. На шельфе Карского моря разведа-
ны многочисленные нефтегазоносные структуры (до
100 млрд т условного топлива), на которые прихо-
дится более трети суммарных запасов углеводоро-
дов в экономической зоне России [Грамберг с со-
авт., 1993; Грамберг, Супруненко, 2000; Hirisch et al.,
2006]. Очевидно, что в связи с освоением запасов
углеводородов шельфовой зоны Арктики, возраста-
ет вероятность техногенных угроз, способных на-
нести необратимый ущерб арктическим экосисте-
мам. Изучение микроорганизмов арктической зоны
показало, что темпы разложения нефтяных углево-
дородов в загрязненных почвах и водных объектах
в высокоширотных районах Арктики проходят очень
медленно вследствие низких температур и продол-
жительного ледового периода [Atlas, 1985; Rike et al.,
2001; Whyte et al., 2001]. В условиях повышенной
солености вод отмечено ингибирование деградации
нефти [Haines et al., 1993; McMillen et al., 1995],
уменьшение скорости роста и синтеза биомассы,
задержка фазы роста микроорганизмов [Harris, 1981;
Walworth et al., 2001]. Особые климатические и гид-
рологические условия Карского моря определяют
различную соленость водных масс и уровень мине-
рализации поровых вод донных осадков, что в свою
очередь влияет на состав микробных сообществ
[Мамаева с соавт., 2016]. Вопрос, насколько уровень
минерализации поровых вод донных осадков Карс-

кого моря влияет на углеводородокисляющую ак-
тивность микроорганизмов в настоящее время ос-
тается открытым. Озеро Байкал, так же, как и Кар-
ское море, характеризуется длительным ледовым
периодом, низкими среднегодовыми температура-
ми, наличием природных выходов нефти. По дан-
ным мониторинга поверхностных вод оз. Байкал
установлено, что загрязнение нефтяными углеводо-
родами имеет место только в районе природных
нефтепроявлений [Горшков с соавт., 2010]. Ограни-
ченная площадь этих участков свидетельствует об
активных процессах биодеградации поступающей
нефти микроорганизмами, адаптированными к спе-
цифическим условиям оз. Байкал [Павлова с соавт.,
2008а; Павлова с соавт., 2012]. Влияние солености
на процессы биодеградации нефти байкальскими
микроорганизмами не изучалось, поскольку вода
оз. Байкал характеризуется низкой минерализацией,
в то время как донные осадки – неравномерным
пространственным распределением поровых вод
различного ионного состава [Атлас Байкала, 1993;
Погодаева с соавт., 2007].

Основная задача работы – в условиях лабора-
торного эксперимента оценить углеводородокисля-
ющую активность микроорганизмов, изолированных
из донных осадков Карского моря и озера Байкал, в
условиях низкой положительной температуры
(+10°С) и разной солености среды (0–30 г/л).
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Материалы и методы исследования. Для ис-
следования были взяты чистые культуры бактерий,
изолированные из донных отложений районов шель-
фа Карского моря в 2009 г. и из донных отложений
двух районов оз. Байкал в 2013 г. Их филогенетичес-
кий статус был определен по структуре нуклеотид-
ных последовательностей гена 16S рРНК (табл.).
Выделение ДНК из чистых культур и филогенети-
ческий анализ полученных последовательностей
проводили по методу П.А. Рошель [1992]. Ампли-
фикацию генов 16S рРНК и alk-генов группы B осу-
ществляли с использованием универсальных бакте-
риальных праймеров 500l/1350r и alkВ3f/alkВ3r, со-
ответственно [Lane, 1991; Sei et al., 2003]. ПЦР
выполняли по методике, описанной ранее [Sambrook
et al., 1989]. Полученные в ходе работы нуклеотид-
ные последовательности чистых культур депониро-
ваны в базе данных GenBank под номерами:
JN203043–JN203049, JN203014–JN203042,
JN133442–JN133497, JX413060–JX413100, JX441119–
JX441299, KT220707–KT220732.

Для оценки роли микроорганизмов в процес-
се биодеградации9 нефти в психрофильных усло-
виях и условиях различной солености были созда-
ны три ассоциации микроорганизмов. Первая ас-
социация (№ 1) была представлена бактериями
родов: Bacillus sp., Brevibacillus laterosporus,
Aeromonas piscicola и Plantibacter sp., изолиро-
ванных из поверхностного слоя донных осадков
шельфа Карского моря и Енисейского залива.
Ассоциация № 2 – микроорганизмами, изолиро-
ванными из донных осадков оз. Байкал района
естественного нефтепроявления, расположенного
у м. Горевой Утес и района грязевых вулканов
Кукуйского каньона K2 (Microbacterium sp.,
Paenibacillus sp., Rhodococcus sp., Rhodococcus sp.).
Бактериальная ассоциация № 3 включала штаммы
сообществ № 1 и № 2. Активность созданных со-
обществ оценивали путем их культивирования на
минеральной среде следующего состава (г/л):
KH2PO4 – 2; CaCl22H2O – 0,01; MgSO47H2O – 0,2;
FeSO4 – 0,01; NH4NO3 – 2; MnSO45H2O –  0,02;
Na2HPO4 – 3; Na2CO3 – 0,1, pH 7,2 с добавлением
0,05 мл сырой нефти (Ангарский нефтехимический
завод, Россия) к 100 мл среды. Соленость обеспе-
чивали добавлением в среду NaCl в концентрации:
0, 7, 15 и 30 г/л.

Односуточные культуры бактерий (1107 кл/мл)
разных видов в равных количествах суспендирова-
ли в пробирке со стерильной водой, затем по 1 мл
взвеси помещали в экспериментальные флаконы
объемом 250 мл. Флаконы помещали на орбиталь-
ный шейкер «BioSan OS-10» (Латвия) и культивиро-
вали в течение 30 сут. при 10°С, 90 об/мин.

Хроматографический анализ экстрактов экс-
периментальных сред проводили с применением
метода хроматомасс-спектрометрии, по методи-
ке описанной ранее, через 3, 8, 15 и 30 суток [Пав-

лова с соавт., 2008б]. Количество н-алканов и ПАУ
в экспериментальных смесях после культивирова-
ния микробного сообщества в течение фиксирован-
ного интервала времени рассчитывали, как среднее
значение для двух параллельных экспериментов.
Суммарная погрешность определения н-алканов и
ПАУ оценена значением 24%, погрешность изме-
рения площади пиков – 5%, погрешность измерения
соотношения площадей – 7%. Статистическую об-
работку данных проводили с использованием про-
граммного обеспечения пакета Microsoft Excel 2010.

Результаты исследований и их обсуждение.
Эксперименты по биодеградации нефти в психро-
фильных условиях и различной солености показали,
что среди использованных ассоциаций нефтеокис-
ляющих штаммов менее активными деструктора-
ми н-алканов являлась ассоциация штаммов, изо-
лированных из донных осадков Карского моря (№ 1).
Максимальная конверсия фракции н-алканов до 30%
выявлена при культивировании бактерий из Карско-
го моря в среде без добавления NaCl (рис. 1, А). С
увеличением в среде концентрации NaCl процесс
конверсии замедлялся. При содержании соли 7, 15 и
30 г/л количество н-алканов в нефти снижалось на
27, 22 и 15% за 30 суток соответственно.

Во второй серии экспериментальных образцов
(№ 2) с байкальскими микроорганизмами макси-
мальная степень деградации обнаружена после
30 сут. культивирования, в результате которого сум-
марное количество н-алканов в конце эксперимента
не превышало 1,5‰ от их содержания в добавлен-
ной нефти (рис. 1, Б). За первые 8 сут. культивиро-
вания отмечено уменьшение концентрации н-алка-
нов в 20 раз, причем за счет окисления низкомоле-
кулярных гомологов. Доля н-алканов, имеющих
10–16 атомов углерода в цепи, во фракции н-алка-
нов за этот интервал времени уменьшилась в
2,5 раза. При этом увеличилась доля высокомоле-
кулярных углеводородов (рис. 2). Максимальная
конверсия н-алканов за 8 сут. отмечалась на сре-
дах, содержащих 7 г/л NaCl, в то время как отсут-
ствие NaCl в среде или повышение концентрации до
30 г/л сопровождалось увеличением времени (до
30 сут.), необходимым для максимальной конверсии
(рис. 1, Б). Полная деградация н-алканов была за-
фиксирована на хроматограммах экстрактов при
сохранении пиков изопреноидов и нафтено-аромати-
ческого «горба». На всех уровнях деградации фрак-
ция н-углеводородов характеризовалась монотон-
ным гомологическим рядом и отношением четных
к нечетным гомологам, близким к 1 (CPI=0,93–1,08).
Во второй серии экспериментальных образцов за
15 сут. культивирования в добавленной нефти соот-
ношение С17/Pr уменьшилось от 1,13 до 0,34, соот-
ношение С18/Ph – от 1,38 до 0,46, в то время как со-
отношение изопреноидов Pr/Ph=1,41±0,1 сохраня-
лось в интервале погрешности измерения.
Уменьшение этих показателей также свидетельству-

9 Под деградацией в настоящей работе понимается уменьшение концентрации н-алканов в модельной системе, обусловленное
присутствием микроорганизмов.
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Рис. 1. Изменение суммарного содержания н-алканов при культивировании смеси штаммов микроорганизмов: А – изолированных
из донных осадков Карского моря (№ 1); Б – из донных осадков оз. Байкал (№ 2); В – смесь № 1 и 2 на питательных средах с разной
                                                    соленостью. Концентрация NaCl (г/л): I–30, II–15, III–7, IV–0

Fig. 1. Change in the total content of n-alkanes during the cultivation of a mixture with the strains of microorganisms: А – isolated from the
bottom sediments of the Kara Sea (№ 1); Б – from the bottom sediments of the Baikal Lake (№ 2); В – mixture № 1 and № 2 on nutrient
                                    media with different salinity. Concentrations of NaCl (g/L): I–30, II–15, III–7, IV–0
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ют о более интенсивном процессе окисления н-ал-
канов ассоциацией байкальских бактерий. Следует
отметить, что во всех сериях модельного экспери-
мента через 30 сут. культивирования количество
ПАУ не изменялось, в том числе и доминирующих
аренов – нафталинов и фенантренов. Это может быть
обусловлено тем, что микроорганизмы наиболее
легко разлагают н-алканы, затем изо-алканы и аро-
матические соединения [Michel, Hayes, 1999].

Аналогичная картина наблюдалась при совме-
стном культивировании микроорганизмов, изолиро-
ванных из донных осадков Карского моря и озера
Байкал (рис. 1, В). Начало процесса конверсии н-
алканов было зафиксировано на 8 сут. в эксперимен-
тальных флаконах, содержащих 7 или 15 г/л хлори-
да натрия. Необходимо отметить, что при культи-
вировании бактериальной ассоциации № 3,
результаты определения н-алканов в параллельных
опытах отличались значительным разбросом от
среднего значения конверсии алкановой фракции –
от 0 до 90% (рис. 3), тогда как в сериях с ассоциа-
циями микроорганизмов № 1 и 2 (рис. 1) получен-
ные результаты характеризовались достаточно вы-
сокой сходимостью, относительное стандартное
отклонение не превышает 17%. Отмеченный раз-
брос результатов конверсии мог быть связан с ан-
тагонизмом в развитии микроорганизмов и, как
следствие, торможения или ускорения процесса дег-
радации н-алканов в зависимости от доминирова-

ния одного из микробных сообществ в среде куль-
тивирования. Очевидно, по этой причине не отме-
чен эффект синергизма в деградации нефти при со-
вместном культивировании штаммов Карского моря
и озера Байкал.

Наиболее распространенный механизм деструк-
ции н-алканов прокариотами включает деградацию
alk-системами. Установлено, что у 60% микроор-
ганизмов наиболее часто выявляются алкангидрок-
силазы III группы (alkB3), обеспечивающие дегра-
дацию как короткоцепочечных, так длинноцепочеч-
ных н-алканов (имеющих более 20 атомов углерода
в цепи) [Smits et al., 2002; van Beilen, Funhoff, 2007;
Rojo, 2009; Piccolo et al., 2011]. Поэтому, для чистых
культур микроорганизмов, используемых в экспери-
менте, проведен скрининг на наличие alkB3 генов.
Положительную ПЦР-реакцию с праймерами на alk-
гены показали два штамма микроорганизмов, изо-
лированные из донных осадков южной части Ени-
сейского залива – штамм Bacillus sp. (Ар. 47–09) и
Aeromonas piscicola (Ар. 46–09) и один штамм, изо-
лированный из донных осадков оз. Байкал, отнесен-
ный к роду Rhodococcus (BJC16-A50) (табл.).

Таким образом, в ассоциациях сообществ № 1
и 2 присутствовали штаммы, в геномах которых
выявлены alkB3 – гены, обеспечивающие деструк-
цию н-алканов в природных условиях. Можно пред-
полагать, что более высокая активность штаммов
байкальских микроорганизмов, выделенных из рай-

Рис. 2. Соотношение гомологов во фракции н-алканов при культивировании смеси штаммов микроорганизмов № 2 через: I–0 сут.,
                                               II–3 сут., III–8 сут., IV–15 сут., V–30 сут. Концентрация NaCl 15 г/л

Fig. 2. The ratio of homologues in the fraction of n-alkanes during the cultivation of the strains mixture of microorganisms № 2 after:
                                    I–0 days, II–3 days, III–8 days, IV–15 days, V–30 days. Concentration of NaCl – 15 g/L
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она естественного нефтепроявления, обеспечивает-
ся наличием в их геномах более широкого спектра
генов, отвечающих за использование н-алканов.
Аналогично галофильным прокариотическим попу-
ляциям [McGenity, 2010], способность деградиро-

вать углеводороды могла быть эволюционно закреп-
лена в геномах байкальских микроорганизмов, оби-
тающих в районе естественного выхода нефти.
Вследствие геологических процессов нефть и про-
дукты ее преобразования относятся к постоянным

Анализ штаммов чистых культур бактерий, выделенных из донных осадков шельфа Карского моря и оз. Байкал 

Район 
выделения 

№ 
станции № штамма Длина, 

п. н. 
Сходство, 

% 
Ближайшая последовательность в NSBI  

и место ее выделения 

ПЦР-анализ с 
праймерами 
на ген alkB3 

Карское море 

Шельф 
Карского моря Ст. 9 Ар. 16–09 1258 100 Brevibacillus laterosporus (DQ371289), Китай _ 

Ар. 46–09 1311 99 Aeromonas piscicola (HQ832417),  
коллекция типовых штаммов + 

Ст. 25 
Ар. 47–09 1310 99 Bacillus sp. (EU308307),  

солеварня, Греция + 
Енисейский 
залив 

Ст. 26 Ар. 55–09 1262 99 Plantibacter sp. (AM396918), Антарктика – 

Озеро Байкал 

Грязевой вулкан «К-2» Б–1 550 99 Rhodococcus sp. BJC16-A50 (JX483773), 
вечная мерзлота – 

Б–15 550 99 Rhodococcus sp. BJC16-A50 (JX483773), 
вечная мерзлота + 

Б–11 550 99 Microbacterium sp. OSS 27 (EU124562),  
почва, загрязненная металлами – Нефтяной сип «Горевой 

Утес» 

Б–12 550 95 Paenibacillus sp. EWF52 (GU120640),  
почва с минеральными шпатами – 

 

Рис. 3. Результаты определения суммарного содержания н-алканов в параллельных опытах через 8 сут. культивирования смеси
штаммов № 1–3. Концентрация NaCl (г/л): I–30, II–15, III–7, IV–0. Овалом отмечены результаты определения в опытах со смесями
                                                                                               штаммов № 3

Fig. 3. The total content of n-alkanes during the parallel experiments after 8 days of cultivation of the strains mixture № 1–3. NaCl
concentrations (g/L): I–30, II–15, III–7, IV–0. The oval shows the results of the determination during the experiments with the mixtures
                                                                                               of strains № 3
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компонентам экосистемы восточного побережья
центральной котловины озера, образование которых
произошло в олигоцен – миоцене [Конторович с со-
авт., 2007]. Метаболизм штаммов из Карского моря,
скорее всего, ориентирован на другие субстраты, и,
как следствие, они являются минорными участни-
ками в процессах деструкции н-алканов нефти.

Экспериментальные исследования с природным
бактериальным сообществом из района разлива
нефти в 2010 г. в Мексиканском заливе свидетель-
ствовали об определяющем влиянии температурного
фактора на развитие и активность разных таксонов
микроорганизмов – деструкторов углеводородов
[Liu et al., 2017]. В нашем случае более низкая ак-
тивность бактерий из Карского моря не может быть
объяснена влиянием этого фактора, поскольку экс-
перимент проводился при температуре, приближен-
ной к природным условиям исследованных водоемов.

Выводы:
– процесс биодеградации нефти наиболее ин-

тенсивно протекал под воздействием микроорганиз-
мов, изолированных из донных осадков оз. Байкал.
Более высокая углеводородокисляющая активность
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T.V. Khodzher7, T.I. Zemskaya8

OIL  DEGRADATION  BY  BACTERIA  ISOLATED
FROM  BOTTOM  SEDIMENTS  OF  THE  KARA  SEA  SHELF

AND  THE  BAIKAL  LAKE

The activity of microorganisms isolated from the bottom sediments of the Kara Sea shelf and Lake
Baikal in the process of oil degradation was evaluated in a model experiment. Under low temperature
(+10°С) and mineralization from 0 to 30 g/L (sodium chloride) the reduced conversion of n-alkanes in the
cultivation of bacteria from the Kara Sea (less than 30%) and higher activity of Baikal microorganisms
community (conversion up to 95%) were revealed. The response of bacterial communities to the change in
the mineralization of the medium is selective: nonsignificant result of the influence on n-alkanes degradation
in the cultivation of the Kara Sea strains, and a sharp acceleration of conversion of the oil alkane fraction in
the cultivation of Baikal microorganisms under 7,0 to 15 g/L of sodium chloride in the medium. The effect
of synergism during oil degradation under conditions of co-cultivation of the strains from Lake Baikal and
the Kara Sea is inappreciable.
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