
Ò.Â. Ãудзенко, Î.Â. Âолювач, Ò.Î. Áєляєва, I.П. Êонуп, À.Є. Áухтіяров, Ã.Â. Ëісютін та ін.

72 ISSN 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2013. № 4. С. 72–80

УÄÊ 579.695 

Ò.Â. Ãудзенко, Î.Â. Âолювач, Ò.Î. Áєляєва, I.П. Êонуп,  
À.Є. Áухтіяров, Ã.Â. Ëісютін, I.Â. Пузирьова, Î.Ã. Ãоршкова,  

Â.Î. Iваниця
Одеський наöіональний університет іìені I.I. Ìе÷никова,

65082, Одеса, вул. Äворянська, 2, e-mail: v_ivanit@ukr.net

ÍÀФÒÎÎÊÈСÍЮÂÀËЬÍÀ ÀÊÒÈÂÍ²СÒЬ ÄÅßÊÈÕ 
ШÒÀÌ²Â ÁÀÊÒÅÐIÉ ÐÎÄУ PSEUDOMONAS

Мета. Досëідження нафтоокиснюваëьної активності деякиõ штамів 
бактерій роду Pseudomonas, відібраниõ дëя використання у біоремедіації 
ґрунту. Методи. Бактерії P. fluorescens ONU328, P. maltophilia 
ONU329, P. cepacia ONU327 куëьтивуваëи в поживному середовищі Ì-9, 
що містиëо сиру нафту ãустиною 0,84 ã /см3 у концентрації 500 мã /ë. 
Заëишковий вміст нафти через 10, 20 та 30 діб визначаëи інтеãраëьним 
методом інфрачервоної спектрометрії. Екстраãування нафти із проб 
здійснюваëи з використанням чотириõëористоãо вуãëецю (CCl4). 
Результати. У резуëьтаті проведениõ досëіджень встановëено, що 
бактерії роду Pseudomonas, відібрані дëя використання в біотеõноëоãії 
очищення ãрунту, впродовж місяця розкëадають вуãëеводні сирої нафти 
з виõідною концентрацією 500 мã /дм3 на 70–80%. Нафтоокиснюваëьна 
активність усіõ використаниõ штамів мікроорãанізмів буëа високою. 
Уже в перші 10 діб експозиції – ступінь біодеструкції вуãëеводнів 
нафти досяãав 62,0–73,0%. Висновок. Штами бактерій P. cepacia 
ONU327, P. maltophilia ONU329 та P. fluorescens ONU328 можуть 
бути рекомендовані дëя розробки теõноëоãій біоремедіації ãрунту від 
нафти та нафтопродуктів.

К ëюч о в і  с ë о в а : нафта, бактерії роду Pseudomonas, біодеструкція, 
нафтоокиснюваëьна активність.

Біологі÷ний ìетод о÷ищення ґрунту і води від нафти та нафтопродуктів, 
заснований на застосуванні ìікроорганізìів-деструкторів вуглеводнів 
нафти, став пріоритетниì. Ðізноìанітна і пласти÷на ферìентативна 
систеìа, що дозволяє досить швидко переìикатися на споживання з одних 
на інші джерела вуглеöю та енергії, висока пласти÷ність обìінних проöесів, 
швидка адаптаöія до уìов існування дозволяє нафтоокиснювальниì 
бактеріяì активно утилізувати вуглеводні нафти [6, 8, 10]. 

Відоìо широкий спектр гетеротрофних ìікроорганізìів представників 
родів Acinetobacter, Arhtrobacter, Arenimonas, Bacillus, Desulfobacterium, 
Rhodococcus та інших, які здатні утилізувати вуглеводні нафти [4, 7, 11, 

© Ò.В. Гудзенко, О.В. Волюва÷, Ò.О. Бєляєва, I.П. Êонуп, À.Є. Бухтіяров, Г.В. Ëісютін,  
I.В. Пузирьова, О.Г. Горшкова, В.О. Iваниöя, 2013



73

НÀФÒООÊÈÑНЮВÀËÜНÀ ÀÊÒÈВН²ÑÒÜ ÄÅЯÊÈХ ШÒÀÌ²В БÀÊÒÅÐIÉ ÐОÄУ PSEUDOMONAS

ISSN 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2013. № 4. С. 72–80

12]. Äо найбільш активних деструкторів вуглеводнів нафти відносяться 
бактерії роду Pseudomonas – типові хеìоорганогетеротрофи, які здатні 
засвоювати вуглеводні нафти як єдине джерело вуглеöю та енергії [12]. 

Ìетою роботи було дослідження нафтоокиснювальної активності 
деяких штаìів бактерій роду Pseudomonas, відібраних для використання 
у біотехнологіях о÷ищення ґрунту.

Ìатеріали та методи
Об’єктаìи дослідження слугували три штаìи непатогенних бактерій 

роду Pseudomonas, що попередньо були виділені, відібрані та зберіга-
ються у колекöії ìікроорганізìів кафедри ìікробіології, вірусології та 
біотехнології Одеського наöіонального університету іìені I.I. Ìе÷никова: 
P.  fluorescens ONU328, P. maltophilia ONU329, P. cepacia ONU327. 
Штаìи P. fluorescens ONU328 та P. maltophilia ONU329 виділені з 
ìорського середовища, а P. cepacia ONU327 – з забрудненого нафто-
продуктаìи ґрунту. 

В експериìентах використовували сиру нафту теìно-кори÷невого 
кольору з густиною 0,84 г /сì3. Äослідження нафтоокиснювальної актив-
ності бактерій проводили за теìператури 28 оÑ впродовж ìісяöя. 

Êультивування бактерій здійснювали на поживноìу середовищі Ì-9, 
що ìістило нафту у конöентраöії 500 ìг /л. У контрольних пробах дослі-
джувані штаìи бактерій роду Pseudomonas культивували на поживноìу 
ìінеральноìу середовищі Ì-9 без додавання нафти.

Залишковий вìіст нафти ÷ерез 10, 20 та 30 діб визна÷али інтегральниì 
ìетодоì інфра÷ервоної спектроìетрії на приладі «ÈÊÑ-29». У кожноìу 
випадку в діапазоні хвильових ÷исел 2700-3200 сì-1 здійснювали реєстра-
öію IЧ-спектра поглинання, зуìовленого валентниìи коливанняìи ÑН3- і 
ÑН2- груп аліфати÷них і аліöиклі÷них сполук і бокових ланöюгів ароìати÷-
них вуглеводнів, а також вуглеöь-водневих зв’язків ароìати÷них сполук 
[5, 6]. Перевагою ìетоду IЧ-спектроìетрії є те, що виклю÷ається стадія 
випаровування екстракту (в порівнянні з гравіìетри÷ниì аналізоì), що 
зазви÷ай, супроводжується зна÷ною втратою легких фракöій нафти. 

Åкстрагування нафти із проб здійснювали з використанняì ÷отирихло-
ристого вуглеöю (CCl4) ìарки «х.÷.» Органі÷ний роз÷инник об’єìоì 25 ìл 
зìішували з 10 ìл досліджуваної проби, інтенсивно струшували впродовж 
хвилини, після ÷ого давали пробі відстоятися впродовж 15 хв. 

Шар екстрагента, куди переходили вуглеводні нафти (екстракт) від-
діляли від залишків суспензійної культури, далі екстракт пропускали 
÷ерез хроìатографі÷ну колонку, заповнену оксидоì алюìінію (II ступеня 
активності по Брокìану). 

Оксид алюìінію заздалегідь витриìували при теìпературі 600 оÑ 
впродовж 4 год у ìуфельній пе÷і, охолоджували в ексикаторі, після ÷ого 
інтенсивно переìішую÷и додавали дистильовану воду в кількості 3% від 
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ìаси сорбенту та витриìували добу. Перед фільтруванняì колонку по-
передньо добре зìо÷ували ÷истиì CCl4. При швидкості фільтрування 5 
ìл за 10 хв вуглеводні нафти переходили у фільтрат.

Нафтоокиснювальну активність бактерій (À, %) визна÷али за фор-
ìулою:
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лишкова або практи÷на конöентраöія нафти (у ìг /л), яка пов’язана з 
залишковою виìіряною конöентраöією нафти рівнянняì: 
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де Об1 – об’єì ÷отирьох хлористого вуглеöю 25 сì3, взятого для 
екстракöії; Об2 – об’єì проби 10 сì3.

Обробку експериìентальних даних, а саìе: зна÷ень KH(виìір) і 
KH(практ) здійснювали за допоìогою програìи Excel. 

Ðезультати та їх обговорення
Вуглеводні різних сортів нафти являють собою суìіш сполук окреìих 

класів, що володіють суттєво відìінниìи ìіж собою властивостяìи. Òоìу 
перед вив÷енняì нафтоокиснювальної здатності ìікроорганізìів було 
встановлено градуйовану логарифìовану залежність різниöі опти÷них 
густин досліджуваного і холостого роз÷инів (ΔD) від конöентраöії нафти 
(Êн).

Ðізниöю опти÷них густин (ΔD) розраховували при хвильових 
÷ислах, що відповідають ìаксиìуìу і ìініìуìу сìуги поглинання, за 
форìулою:

    ΔD = – ln (T1 /T2),  (3)

де T1 – зна÷ення пропускання (%) в ìаксиìуìі сìуги поглинання 
при (2926±15) сì-1; T2 – зна÷ення пропускання (%) в ìініìуìі сìуги 
поглинання при (2700±15) сì-1.

У результаті досліджень одержано IЧ-спектри поглинання вуглеводнів 
при конöентраöіях досліджуваної нафти 10, 50 і 100 ìг /л (рис. 1, À).

На одержаних IЧ-спектрах поглинання вуглеводнів за різних кон-
öентраöій досліджуваної нафти зна÷ення Ò1 відповідає найвищій то÷öі, а 
зна÷ення Ò2 – лівій найниж÷ій то÷öі на IЧ-спектрі. У результаті обробки 
за допоìогою програìи Excel експериìентально одержаних даних 
для досліджуваної нафти побудовано градуйований графік з то÷ністю 
R2  =  0,9886 (рис. 1, Б).
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Ðис. 1. IЧ-спектрометричне дослідження нафти з густиною 0,84 г /см3 (À)
Ãрадуйований графік визначення вмісту досліджуваної сирої нафти (Á)

Fіg. 1. IR spectroscopіc study of oіl wіth densіty 0,84 g /cm3 (A). 
Calіbratіon curve of determіnatіon of іnvestіgated crude oіl content (B)

У результаті IЧ-спектроìетри÷ного дослідження (рис. 2) контрольних 
проб (суспензій бактерій штаìів P. fluorescens ONU328, P. maltophilia 
ОNU329 та P. cepacia ОNU327), які не ìістили нафти, встановлено, що 
сполуки, які входять до складу клітин бактерій, також ìають поглинальну 
здатність в діапазоні хвильових ÷исел 2700–3200 сì-1 (рис. 2, Б).

На підставі проведених досліджень зроблено висновок про те, що ін-
терпретаöію нафтоокиснювальної активності штаìів роду Pseudomonas за 
одержаниìи IЧ-спектраìи необхідно здійснювати, враховую÷и IЧ-спектри 
поглинання суспензій бактерій. 

Ðезультати дослідження деструктивних властивостей штаìів бакте-
рій роду Pseudomonas, призна÷ених для використання у біотехнологіях 
о÷ищення ґрунту від нафтопродуктів, представлені у таблиöі. 

Äослідження показали, що нафтоокиснювальна здатність всіх 
використаних штаìів ìікроорганізìів була високою у перші 10 діб 
експозиöії – ступінь біодеструкöії вуглеводнів нафти досягав 62,0–
73,0%. 

Åкспериìентальні дані, представлені у таблиöі показують, що зі 
збільшенняì терìіну експозиöії до 20 діб залишкова конöентраöія 
вуглеводнів нафти зìеншувалася у 2,6–3,7 рази, а на тридöяту добу – у 
5 разів порівняно з вихідною конöентраöією – 500 ìг /л. 

З наведених у таблиöі даних видно, що залишкова конöентраöія 
вуглеводнів нафти за деструкöії їх бактеріяìи P. fluorescens ОNU328 з 
десятої до двадöятої доби практи÷но не зìінилася (38,0%), а ÷ерез 30 
діб експозиöії зìеншилася до 20,6%.
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Ðис. 2. IЧ-спектри поглинання в області 2700-3200 см-1: 

À – дослідні проби, що ìістили вуглеводні нафти після біодеструкöії бактеріяìи; 
Б – контрольні проби – суспензії бактерій, що не ìістили вуглеводні нафти. 
Åкспозиöія двадöять діб.
Позна÷ення: 1 – P. cepacia ОNU327, 2 – P. maltophilia ОNU329, 3 – P. fluorescens 
ОNU328.

Fіg. 2. IR absorptіon spectra іn the fіeld of 2700-3200 cm-1: 

A – the studied samples containing hydrocarbons of oil biodegradation by bacteria; B – 
control samples – suspension of bacteria not contained oil hydrocarbons. Exposition 
of twenty days.
Designation: 1 – P. cepacia ОNU327, 2 – P. maltophilia ОNU329,  3 – P. fluorescens 
ONU328.

Òаблиöя
Залишковий вміст вуглеводнів нафти після деструкції бактеріями роду 

Pseudomonas

Table
The resіdual content of oіl hydrocarbons after the destructіon by bacterіa of 

Pseudomonas genus

Штам
10 діб 20 діб 30 діб

мг /л % мг /л % мг /л %

P. fluorescens ОNU328 190±1,0 38,0 190±5,0 38,0 103±3,0 20,6

 P. maltophilia ОNU329 154±3,0 30,8 140±3,0 28,0 100±5,0 20,0

 P. cepacia ОNU327 135±1,0 27,0 134±3,0 26,8 116±2,0 23,2

Приìітка: Вихідна конöентраöія вуглеводнів нафти 500 ìг /л 
Note: the initial concentration of oil hydrocarbons 500 mg /l
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Залишкова конöентраöія вуглеводнів нафти під дією бактерій 
P. maltophilia ОNU329 та P. cepacia ОNU327 впродовж всього терìіну 
спостережень поступово зìеншувалася та досягла ìініìуìу (відповідно, 
20,0% і 23,2%) на 30 добу експозиöії.

Отже, найвищу деструктивну активність виявили усі досліджувані 
штаìи впродовж перших 10 діб культивування. Öе, о÷евидно, ìожна 
пояснити тиì, що за öей ÷ас, в першу ÷ергу, бактерії утилізують 
легкозасвоювані вуглеводні: н-алкани і öиклі÷ні сполуки із одниì 
ароìати÷ниì кільöеì легких фракöій нафти. Зниження швидкості 
деградаöії в другій половині експериìенту зуìовлено утилізаöією 
вуглеводнів важких (асфальтенових) фракöій нафти, які є важко 
засвоюваниìи коìпонентаìи і виìагають більш тривалого періоду 
окиснення [1, 9]. 

Òакиì ÷иноì, у результаті проведених досліджень встановлено, що 
досліджені в роботі штаìи бактерій роду Pseudomonas, які були відібрані 
як перспективні для використання у біотехнологіях о÷ищення ґрунту [2, 
3], розкладають нафту з густиною 0,84 г /сì3 та вихідною конöентраöією 
500 ìг /л на 70–80% за 10–30 діб експозиöії. За здатністю утилізувати 
вуглеводні нафти досліджені штаìи бактерій роду Pseudomonas пере-
вищують відоìі із літератури ìікроорганізìи, що використовуються у 
біотехнологіях о÷ищення ґрунту і води від нафти та нафтопродуктів 
[4,  7, 10, 11].
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ШÒÀÌÌÎÂ ÁÀÊÒÅÐÈÉ ÐÎÄÀ PSEUDOMONAS

Ðеферат

Öель. Èсследование нефтеокислительной активности некоторых 
штаììов бактерий рода Pseudomonas, отобранных для использования 
в биореìедиаöии по÷вы. Ìетоды. Бактерии P. fluorescens ONU328, 
P. maltophilia ONU329, P. cepacia ONU327 культивировали в питатель-ONU327 культивировали в питатель-327 культивировали в питатель-
ной среде Ì-9, содержащей сырую нефть плотностью 0,84 г /сì3 с конöен-
траöией 500 ìг /л. Остато÷ное содержание нефти ÷ерез 10, 20 и 30 суток 
определяли интегральныì ìетодоì инфракрасной спектроìетрии. Èзвле-
÷ение нефти из проб осуществляли с использованиеì ÷етыреххлористого 
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углерода (CCl4). Ðезультаты. В результате проведенных исследований 
установлено, ÷то бактерии рода Pseudomonas, отобранные для исполь-
зования в биотехнологии о÷истки по÷вы, в те÷ение ìесяöа разлагают 
углеводороды сырой нефти с исходной конöентраöией 500 ìг /дì3 на 
70–80%. Нефтеокислительная активность всех использованных штаììов 
ìикроорганизìов была высокой уже в первые 10 суток экспозиöии – 
степень биодеструкöии углеводородов нефти достигала 62.0–73.0%. 
Âывод. Штаììы бактерий P. cepacia ONU327, P. maltophilia ONU329 
и P. fluorescens ONU328 ìогут быть рекоìендованы для разработки 
технологий биореìедиаöии по÷вы от нефти и нефтепродуктов.

Ê л ю ÷ е в ы е   с л о в а: нефть, бактерии рода Pseudomonas, 
биодеструкöия, нефтеокислительная активность.
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OIL OXIDATIVE ACTIVITY OF SOME STRAINS 
OF  BACTERIA OF PSEUDOMONAS GENUS

Summary

The aіm. Study of oil oxidative activity of some strains of bacteria of 
Pseudomonas genus, selected for use in bioremediation of soil. Methods. 
Bacteria P. fluorescens ОNU328, P. maltophilia ОNU329, P. cepacia 
ОNU327 have been cultivated in nutrient medium M-9 contained crude 
oil with density of 0.84 g /cm3 with the concentration 500 mg /l. The re-
sidual content of oil in 10, 20 and 30 days, was determined by the integral 
method of infrared spectroscopy. Oil extraction of the samples was per-
formed by using carbon tetrachloride (CCl4). Results. It was determined 
that the bacteria of genus Pseudomonas selected for use in biotechnology 
of purification of soil, within a month broke down hydrocarbons of crude 
oil with initial concentration of 500 mg /dm3 up to 70–80%. Oil oxidative 
activity of all used strains of microorganisms was high in the first 10 days 
of the exhibition – the degree of biodegradation of petroleum hydrocarbons 
reached 62.0–73.0%. Conclusіon. Bacteria strains of P. cepacia ОNU327, 
P. maltophilia ONU329 and P. fluorescens ОNU328 can be recommended 
for the development of technologies of soil bioremediation from oil and oil 
products.
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