
INTERNATIONAL JOURNAL OF APPLIED  
AND FUNDAMENTAL RESEARCH    № 9,   2024

16  BIOLOGICAL SCIENCES 
УДК 574.23:579.6

ВЫДЕЛЕНИЕ И ОТБОР МИКРООРГАНИЗМОВ,  
ПЕРСПЕКТИВНЫХ ДЛЯ БИОРЕМЕДИАЦИИ  

НЕФТЕЗАГРЯЗНЕННЫХ ЭКОСИСТЕМ  
В ЭКСТРЕМАЛЬНЫХ УСЛОВИЯХ

Файзулина Э.Р., Татаркина Л.Г., Спанкулова Г.А., Баймаханова Г.Б.,  
Айткельдиева С.А., Смирнова И.Э., Уразова Ж.К.

Научно-производственный центр микробиологии и вирусологии, Алматы,  
e-mail: elmira_f@mail.ru

Для очистки окружающей  среды от  органических  токсичных  загрязнителей  в  чрезвычайно  суровых 
условиях перспективными с биотехнологической точки зрения являются экстремофильные микроорганиз-
мы из-за способности к адаптации к экстремальным условиям и уникальных защитных механизмов. Целью 
данного исследования были выделение и отбор экстремофильных микроорганизмов, способных эффектив-
но разлагать углеводороды нефти. Из экстремальных экосистем Казахстана было выделено 496 изолятов. 
Проведен  скрининг по  способности выделенных микроорганизмов расти в условиях высокой  засоленно-
сти среды и при повышенных значениях рН и температуры. Установлено, что большинство изолятов росли 
на среде с 5% NaCl. С увеличением солености до 10–25% количество изолятов, выдерживающих такие кон-
центрации, снижалось. Практически все солетолерантные изоляты были адаптированы к щелочным усло-
виям (рН8), однако более высокие значения рН выдерживало меньшее количество культур. Более половины 
солетолерантных культур показали способность к росту при 40оС. При повышении температуры до 50оС 
рост наблюдался только у 30 изолятов, а до 60оС – у 5 изолятов. Изучена способность солетолерантных и ал-
калофильных культур расти на нефти как единственном источнике углерода и энергии. В результате было 
отобрано 13 микроорганизмов с высокой нефтеокисляющей активностью, перспективных для биоремедиа-
ции нефтезагрязненных экосистем в экстремальных условиях.
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Extremophilic microorganisms are promising from a biotechnological point of view for the purification of the 
environment from organic toxic pollutants in extremely harsh conditions, due to their ability to adapt to extreme 
conditions and unique defense mechanisms. The aim of this study was to isolate and select extremophilic microor-
ganisms capable of effectively degrading petroleum hydrocarbons. 496 isolates were isolated from extreme ecosys-
tems of Kazakhstan. Screening was carried out for the ability of the isolated microorganisms to grow in conditions 
of high salinity and elevated pH values and temperature. It was found that most isolates grew on a medium with 5% 
NaCl. With an increase in salinity to 10–25%, the number of isolates withstanding such concentrations decreased. 
Almost all salt-tolerant isolates were adapted to alkaline conditions (pH8) but fewer cultures could withstand higher 
pH values. More than half of the salt-tolerant cultures showed the ability to grow at 40℃. When the temperature 
increased to 50оС, growth was observed only in 30 isolates, and at 60оС – in 5 isolates. The ability of salt-tolerant 
and alkaliphilic cultures to grow on oil as the only source of carbon and energy was studied. As a result, 13 micro-
organisms with high oil-oxidizing activity were selected, promising for bioremediation of oil-polluted ecosystems 
in extreme conditions.

Keywords: extreme ecosystems, oil-oxidizing microorganisms, oil degradation, salinity, pH of environment, temperature

The study was carried out with the financial support of the Ministry of Science and Higher Education 
of the Republic of Kazakhstan (grant AP19677718).

Введение
Загрязнение  окружающей  среды  угле-

водородами  природного  и  антропогенного 
происхождения  является  серьезной  эко-
логической  проблемой.  Особенно  остро 

данная  проблема  стоит  перед  странами, 
добывающими,  транспортирующими  и  пе-
рерабатывающими  нефть  [1].  В  настоящее 
время  большое  внимание  уделяется  разра-
ботке  экологически  безопасных  техноло-
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гий реабилитации природных сред, загряз-
ненных сырой нефтью и нефтепродуктами. 
Большое  внимание  привлекает  микробная 
биоремедиация как перспективная техноло-
гия,  которая может  преодолеть  недостатки 
используемых  в  настоящее  время  физико-
химических методов. Она представляет со-
бой универсальную технологию с высокой 
стабильностью,  экономичностью  и  эколо-
гичностью [2, 3].

До  последнего  времени  загрязнению  и  
биоразложению  нефтяных  углеводородов 
в экстремальных условиях уделялось очень 
мало  внимания. Однако многие  загрязнен-
ные  экосистемы  характеризуются  высо-
кими или низкими  температурами,  экстре-
мально кислым или щелочным pH, высоким 
давлением или высокой соленостью. 

Как и все природные экосистемы на на-
шей  планете,  гиперсоленые  среды  подвер-
жены  экологическому  загрязнению.  Часто 
они  загрязнены  большим  количеством  не-
фтяных  углеводородов.  Нефтяная  промыш-
ленность образует огромное количество не-
фтесодержащих  и  соленых  остаточных  вод 
(нефтесодержащие рассолы, производствен-
ные воды) с минерализацией до 10% и более 
после отделения сырой нефти от пластовой 
воды [4].

Применение микробных технологий для  
обработки  загрязненной  среды  с  высокой 
соленостью или колеблющейся соленостью 
ограничено  из-за  пагубного  воздействия 
соли на микробную жизнь,  включая разру-
шение  клеточной  мембраны,  денатурацию 
ферментов,  низкую  растворимость  кисло-
рода, низкую растворимость углеводородов 
и  высыхание  [5].  Поэтому  биоремедиация 
соленых  сред  без  дорогостоящего  разбав-
ления соленой почвы и воды требует  гало-
фильных или галотолерантных организмов, 
которые  переносят  высокие  концентрации 
солей.  Эти  микроорганизмы  относятся 
к бактериям, актиномицетам и археям и спо-
собны утилизировать алифатические и (или) 
ароматические углеводороды [6, 7].

рН среды также является одним из фак-
торов,  влияющих  на  биоремедиацию  не-
фтезагрязненных  экосистем.  Кислотность 
окружающей  среды  влияет  на  такие  про-
цессы, как транспорт через клеточную мем-
брану  и  баланс  каталитических  реакций, 
а также на активность ферментов. Уровень 
pH может сильно варьировать, и  его необ-
ходимо учитывать при  совершенствовании 
методов биологической очистки [8].

Из-за способности к адаптации к экстре-
мальным условиям и уникальных защитных 
механизмов  экстремофильным  микроор-
ганизмам  уделяется  все  больше  внимания. 
Они  обладают  надежными  ферментатив-

ными  и  биокаталитическими  системами, 
что  делает  их  подходящими  для  эффек-
тивного  удаления  загрязняющих  веществ 
из  окружающей  среды  в  чрезвычайно  су-
ровых условиях. Однако в настоящее время 
они  все  еще  являются  менее  изученными 
группами, которые обладают большим био-
технологическим потенциалом [9].

Целью  данного  исследования  были 
выделение  и  отбор  экстремофильных  ми-
кроорганизмов,  способных  эффективно 
разлагать углеводороды нефти.

Материалы и методы исследований
Объектами исследований  служили  ми-

кроорганизмы,  выделенные  из  почвенных 
образцов  экстремальных  экосистем  Ка-
захстана.  Отбор  почвенных  образцов  вы-
полняли  в  соответствии  с  ГОСТ-17.4.4.02-
2017 [10] с соблюдением правил асептики. 

Выделение  микроорганизмов  проводи-
ли путем высева из накопительных культур 
на питательный агар с 1% NaCl. Выросшие 
морфологически  различные  колонии  про-
верялись на чистоту истощающим посевом 
и  затем  отсевались  на  скошенный  пита-
тельный агар. Изучение роста выделенных 
изолятов  при  разной  засоленности  среды 
проводили на питательном агаре, содержа-
щем 50–250 г/л NaCl. Изучение роста выде-
ленных изолятов при разных значениях рН 
проводили на питательном агаре. Для полу-
чения рН 8–10 среду подщелачивали 10%-
ным  раствором  NaHCO3.  Чашки  инкуби-
ровали в термостате при температуре 30оС 
в течение 3–5 суток.

Способность  изолятов  деградировать 
нефть изучали в жидкой модифицированной 
минеральной среде ВД следующего состава, 
г/л: NH4NO3 – 1,0, K2HPO4 – 1,0, KH2PO4 – 
1,0, MgSO4 – 0,2, CaCl2×6H2O – 0,02, FeCl3 – 
следы,  NaCl  –  10,0,  pH  =7,0–7,2.  В  колбы 
со  100 мл  среды  вносили  по  5 мл  суспен-
зии  клеток  каждой  исследуемой  культуры 
и добавляли по 1 мл нефти месторождения 
Кумколь. Колбы инкубировали в термоста-
тируемых шейкерах  при  температуре  30оС 
в течение 14 суток. Количественное опреде-
ление остаточного содержания нефти в сре-
де проводили гравиметрическим методом. 

Статистическую обработку  результатов 
исследований проводили по общепринятым 
критериям  вариационно-статистического 
анализа  с  вычислением  средних  величин 
(М),  ошибки  средней  арифметической  (m) 
с помощью пакета компьютерных программ 
Microsoft  Excel,  2010.  Оценку  статистиче-
ской значимости различий средних величин 
проводили  по  стандартной  методике  [11]. 
Статистически  значимыми  считали  разли-
чия при р<0,05.
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Результаты исследований  

и их обсуждение
Соленость является одним из основных 

факторов,  определяющим  состав  и  функ-
ции  микробного  сообщества.  При  измене-
нии  солености  наблюдается  общий  сдвиг 
как микробной структуры, так и метаболи-
ческой активности  [12]. Из экстремальных 
экосистем Казахстана  в Атырауской, Ман-
гистауской  и Павлодарской  областей  было 
отобрано  15  образцов  почвы.  Из  отобран-
ных  почвенных  образцов  на  питательном 
агаре было выделено 496 изолятов. Изучен 
их рост на питательной среде с разным со-
держанием  соли  (5–25%).  Результаты  ис-
следования  показали,  что  большинство 
полученных  изолятов  были  солетолерант-
ными, на среде с 5% NaCl росло 384 куль-
туры (рис. 1). С увеличением солености их 

количество значительно уменьшилось. Так, 
при 10%-ном содержании соли рост показа-
ла половина выделенных культур, при 15%-
ном  –  20,4%,  при  20%-ном  –  13,9%  выде-
ленных  изолятов.  При  концентрации NaCl 
25% росли только 7 изолятов.

Одним  из  факторов,  влияющих  на  ми-
кробную  активность,  является  рН  среды. 
Как  правило,  оптимальный  уровень  pH 
для роста бактерий составляет от 6 до 8 [8]. 
Авторами  был  изучен  рост  выделенных 
изолятов в щелочных условиях (рН 8, 9, 10). 
Для  эксперимента  были  отобраны  культу-
ры, выдерживающие 5% NaCl.

Как  видно  из  рисунка  2,  при  рН  8  из  
384 изолятов росли практически все. Более 
высокие  значения  рН  выдерживало  мень-
шее количество культур. Так, при рН 9 рост 
показали 243 изолята, а при рН 10 – 158.

Рис. 1. Рост выделенных изолятов при разной солености среды

Рис. 2. Рост выделенных изолятов при разных значениях рН среды
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Рис. 3. Рост выделенных изолятов при повышенной температуре культивирования

Среди  выделенных  культур,  растущих 
при рН 10, 106 изолятов выдерживали кон-
центрацию NaCl 10%, 44 изолята –  15% и  
22  изолята  –  20%.  Среди  культур,  выдер-
живающих  25%-ную  концентрацию  соли, 
2 изолята росли при рН 8 и 9, остальные – 
в нейтральных условиях.

Изучен  рост  выделенных  культур  при  
повышенных  температурах  (40оС,  50оС  и  
60оС).  Результаты  исследования  показали, 
что  при  40оС  росло  199  изолятов  (рис.  3). 
С  увеличением  температуры  количество 
термотолерантных  микроорганизмов  зна-
чительно  снизилось.  Так,  при  50оС  рост 
наблюдался  только  у  30  изолятов,  а    при  
60оС – у 5 изолятов. Следует отметить, что  
большинство  термотолерантных  микро-
организмов  выдерживали  концентрацию 
NaCl  100  г/л  и  рН  10. Пять  изолятов  рос-

ли при 15%-ном содержании NaCl  в  среде 
и два изолята – при 20% NaCl.

На  следующем  этапе  была  изучена 
способность  выделенных  изолятов  расти 
на нефти как единственном источнике угле-
рода и  энергии. С  этой целью отобранные 
изоляты  культивировали  на  минеральной 
среде  с  1%  нефтью  месторождения  Кум-
коль.  Результаты  исследования  показали, 
что не все микроорганизмы-экстремофилы 
способны расти в минеральной среде с неф-
тью как единственным источником углеро-
да и энергии. Только 45 изолятов в разной 
степени утилизировали углеводороды неф-
ти.  При  их  культивировании  нефть  видо-
изменялась:  структура  становилась  мелко-
дисперсной  или  образовывалась  эмульсия 
(рис. 4). В ряде случаев на поверхности сре-
ды оставалась тонкая нефтяная пленка.

   

Рис. 4. Рост выделенных изолятов на минеральной среде  
с 1% нефтью месторождения Кумколь
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Деструкция нефти м. Кумколь отобранными культурами  

экстремофильных микроорганизмов

Изолят Степень деструкции нефти, % Изолят Степень деструкции нефти, %
1-54/3 43,2 2-81/7 70,3
1-67/4 42,6 2-81/8 69,2
1-73/3 58,3 2-82/4 43,8
1-79/4 65,1 3-56/3 67,6
1-80/1 68,6 3-37/2 57,7
2-81/5 72,5 3-38/1 58,4
2-81/6 66,9 Контроль 12,1

Гравиметрический  анализ  показал,  что  
наиболее активные изоляты деградировали 
42,6–72,5%  нефти  (таблица).  У  остальных 
изолятов степень деструкции нефти соста-
вила менее 40%.

Все  изоляты,  показавшие  высокую  не-
фтеокисляющую  активность,  были  устой-
чивы к высокой засоленности среды – свы-
ше  100  г/л  NaCl.  Из  них  культуры  1-54/3, 
1-73/3, 2-81/6 и 3-56/3 росли в среде с 20% 
NaCl, а культура 1-67/4 – с 25% NaCl. Также 
большинство отобранных изолятов показа-
ли хороший рост при рН 10, за исключени-
ем четырех культур, для которых оптималь-
ной была нейтральная среда.

Заключение
Из экстремальных экосистем Казахстана 

было выделено 496 изолятов. Проведен скри-
нинг по способности выделенных микроор-
ганизмов расти в условиях высокой засолен-
ности  среды и при повышенных  значениях 
рН. Установлено, что большинство изолятов 
были  солетолерантными  и  росли  на  среде 
с 5% NaCl. С увеличением солености до 10–
25% количество изолятов,  выдерживающих 
такие  концентрации,  значительно  снизи-
лось.  Изучение  влияния  рН  среды  на  рост 
выделенных  культур  показало,  что  практи-
чески  все  солетолерантные  изоляты  были 
адаптированы к щелочным условиям (рН 8). 
Более  высокие  значения  рН  выдерживало 
меньшее количество культур. 52% солетоле-
рантных культур показали способность к ро-
сту при 40оС. При повышении температуры 
до 50оС рост наблюдался только у 30 изоля-
тов, а до 60оС – у 5 изолятов.

Изучена способность выделенных куль-
тур  расти  на  нефти  как  единственном  ис-
точнике  углерода  и  энергии.  В  результате 
было отобрано 13 культур, при культивиро-
вании которых деструкция нефти составила 
42,6–72,5%. Все эти культуры были солеу-
стойчивы, а также росли в условиях повы-
шенных рН. Таким образом, были отобраны 
микроорганизмы,  перспективные  для  био-

ремедиации  нефтезагрязненных  экосистем 
в экстремальных условиях.
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