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ÎСÎÁËÈÂÎСÒI ÊÎÐÎЗIÉÍÎ ÀÊÒÈÂÍÎÃÎ 
ÌIÊÐÎÁÍÎÃÎ УÃÐУПÎÂÀÍÍß ФÅÐÎСФÅÐÈ 

ÃÀЗÎПÐÎÂÎÄУ, ПÐÎÊËÀÄÅÍÎÃÎ У ПIЩÀÍÎÌУ 
ҐÐУÍÒI

Метою  роботи буëо компëексне досëідження суëьфідоãенноãо 
уãруповання мікроорãанізмів феросфери вуëичноãо ãазопроводу, 
прокëаденоãо у піщаному ґрунті та визначення йоãо скëаду. Методи. 
Виявëення та видіëення компонентів уãруповання бактерій та 
компëексу мікроскопічниõ ãрибів проводиëи методом ãраничниõ 
розведень при висіві кëітинної суспензії на відповідні рідкі еëективні 
середовища. За чисеëьністю та якісним скëадом бактерій суëьфідоãенне 
уãруповання феросфери є корозійно небезпечним. Чисті куëьтури 
суëьфатвідновëюваëьниõ бактерій одержуваëи шëяõом баãаторазовиõ 
пересівів окремиõ коëоній на твердому та рідкому середовищаõ 
Постãейта «В». Результати. Видіëено переважаëьний штам 
суëьфатвідновëюваëьниõ бактерій – Ì-4.1, який оõарактеризовано 
за фенотиповими ознаками та ідентифіковано за методом 
поëімеразної ëанцюãової реакції з використанням універсаëьниõ 
праймерів до фраãментів ãенів 16S рРНК. При порівнянні секвенсів 
діëянок ДНК, що кодують ãен 16S рРНК досëіджуваниõ бактерій з 
анаëоãічними посëідовностями штамів із бази даниõ GenBank штам 
суëьфатвідновëюваëьниõ бактерій Ì-4.1 віднесено до роду Desulfovibrio. 
Ìікроскопічні ãриби видіëяëи висіваючи відповідні розведення ґрунтової 
суспензії в чашки Петрі з аãаризованим середовищем Чапека-Докса. 
Iдентифікацію ãрибів проводиëи на основі їõ морфоëоãо-куëьтураëьниõ 
особëивостей за визначниками. Iзоëьовано 78 куëьтур ãрибів (12 видів 
5 родів ãрупи Anamorphic fungi). Висновки. Таким чином, проведені 
досëідження показаëи, що у феросфері на поверõні пошкодженоãо 
вуëичноãо ãазопроводу, за умов піщаноãо ґрунту формується корозійно 
небезпечний за чисеëьністю та видовим скëадом компëекс фізіоëоãічниõ 
ãруп бактерій та мікроміцетів.

Кëючові сëова: суëьфідоãенне мікробне уãруповання, мікроміцети. 
ãрупи Anamorphic fungi. 

Природне ìікробне угруповання ґрунту під впливоì антропогенного 
навантаження зазнає зìін, наслідкаìи яких є форìування корозійно небез-
пе÷ного ìікробного угруповання у феросфері, яке є важливиì ÷инникоì 
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руйнування ìеталів у ґрунті [1]. Проöес форìування агресивних ìікробних 
сукупностей стиìулюється сталевиìи та залізобетонниìи конструкöіяìи. 
При öьоìу зìінюється якісний та кількісний склад ìікроорганізìів коро-
зійного угруповання, що сприяє виникненню осередків біокорозії [1, 2]. 
Багаторі÷ні ìікробіологі÷ні дослідження форìування агресивного ìікро-
бного угруповання у феросфері газо- та нафтопроводів підтверджують, що 
панівну роль у ìікробній корозії сталі відіграють сульфатвідновлювальні 
бактерії [1, 13]. Ìікроскопі÷ні гриби також здатні пошкоджувати захис-
ні покриття і ìетал трубопроводів [8, 9]. Ñлід зазна÷ити, що структура 
ґрунту та глибина залягання трубопроводу визна÷ає швидкість корозії 
ìеталу, так як від них залежить дифузія кисню. Зокреìа, особливості 
структури піщаного ґрунту, а саìе достатня аераöія та водопроникність, 
уìожливлює у÷асть як бактерій, так і ìікроскопі÷них грибів в проöесах 
біопошкодження ìатеріалів. Ñаìе в таких ґрунтах прокладено більшість 
вули÷них газопроводів у півні÷ній ÷астині Чернігівської області. 

Äослідження сульфідогенних природних угруповань ìікроорганізìів 
феросфери, що вносять свій вклад у створення екстреìальних корозійних 
ситуаöій при експлуатаöії вули÷них газопроводів, прокладених у піщаноìу 
ґрунті, є актуальниì.

Ìетою роботи було коìплексне дослідження сульфідогенного угру-
повання ìікроорганізìів феросфери піщаного ґрунту та визна÷ення його 
складу.

Ìатеріали і методи 
Об’єктоì дослідження було сульфідогенне ìікробне угруповання, яке 

виділене наìи із феросфери кородую÷ої поверхні та ґрунту поза зоною 
вули÷ного газопроводу, прокладеного у піщаноìу ґрунті (с. Ìалійки, 
Чернігівського району Чернігівської області). Характеристика підзеìного 
газопроводу надана співробітникаìи ВÀÒ «Чернігівгаз»: тиск низький; 
довжина та діаìетр труби – 808 ì та 159 сì відповідно; ìатеріал труби – 
сталь 20; глибина укладання від верху труби до поверхні зеìлі – 0,8 ì; 
тип ізоляöії – БНI–IV; товщина ізоляöії – 7,5 ìì; питоìий електроопір 
ґрунту – 20 Оì·ì. Зразки відібрано згідно до ÄÑÒУ 3291-95 [7]. Ґрунт ìає 
такі характеристики: за ìехані÷ниì складоì – пісок зв’язний; рН водної 
витяжки – 7,4; рН сольової витяжки – 6,4; вìіст Ð2О5 – 100  ìг / кг; 
Ê2О – 30 ìг /кг; азоту – 7 ìг /кг; кальöію – 2,2 ìгекв. / 100 г ґрунту; 
ìагнію 0,63 – ìгекв. / 100 г ґрунту; вìіст загального заліза 1,92%; вìіст 
загальної сірки 4,05%; гуìусу – 0,15%; вологість – 9%. 

Виявлення та виділення коìпонентів природного угруповання бак-
терій та коìплексу ìікроскопі÷них грибів проводили ìетодоì грани÷них 
розведень при висіві клітинної суспензії на відповідні рідкі елективні 
середовища: сульфатвідновлювальні бактерії (ÑВБ) – на середовище 
Постгейта «В»; залізовідновлювальні бактерії (ЗВБ) – на середовище 
Êаліненка; денітрифікувальні бактерії (ÄНБ) – на середовище Гільтая; 
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аìоніфікувальні бактерії (ÀÌБ) – на ì’ясопептонний бульйон; ìікро-
ìіöети – на агаризоване середовище Чапека-Äокса (ÀЧÄ). Чисельність 
бактерій перераховували на 1 г абсолютно сухого ґрунту. 

Чисті культури сульфатвідновлювальних бактерій одержували шляхоì 
багаторазових пересівів окреìих колоній на твердоìу та рідкоìу серед-
овищах Постгейта «В». О÷ищення культури контролювали ìікроскопі÷но 
та висівоì на середовище для виявлення клостридіальних бактерій, які 
викликають бродіння, такого складу (г /л): пептон – 4; глюкоза – 10; 
Na2SO4 – 2; MgSO4 – 1; агар – 15. Äодатки, що стерелізували окреìо, 
вносили безпосередньо перед використанняì: сіль Ìора (5% р-н солі 
Ìора в 1% HCl) – 10 ìл; 1% Na2S – 2 ìл.

Ìікроскопі÷ні гриби виділяли, застосовую÷и ìетод ґрунтових роз-
ведень. Ðозведення ґрунтової суспензії висівали в ÷ашки Петрі з ÀЧÄ. 
Після появи на ÷ашках видиìого росту ìікроìіöетів ìорфологі÷но різні 
колонії висівали на скошене ÀЧÄ [10]. Iдентифікаöію грибів проводили 
на основі їх ìорфолого-культуральних особливостей, використовую÷и 
визна÷ники [4–6]. 

Ìорфотип бактерій у сульфідогенноìу природноìу угрупованні (після 
фіксаöії та забарвлення фуксиноì) та ìікроскопі÷них грибів досліджува-
ли за допоìогою опти÷ного ìікроскопу (Ч1050) Ìікроìед-1 («ËОÌО», 
Ðосія), для ìонокультури сульфатвідновлювальних бактерій використову-
вали фазово-контрастну ìікроскопію (Ч1000, Meiji MT5300Н). Препарати 
клітин ìонокультури забарвлювали для визна÷ення граìнегативних та 
граìпозитивних бактерій [11]. Здатність ìікроорганізìів до спороутворення 
перевіряли шляхоì нагрівання суспензії клітин у запаяних аìпулах на 
водяній бані при теìпературі 80° протягоì 10, 20, 30 хвилин з наступниì 
висівоì на поживне середовище Постгейта «В».

Ìолекулярно-генети÷ний аналіз генів 16S рÐНÊ здійснювали 
згідно з [3]. 

Ðезультати та їх обговорення
Ìікробіологі÷не дослідження зразків ґрунту та феросфери виявило 

ìікробне угруповання, до складу якого входять сульфатвідновлювальні, 
залізовідновлювальні, денітрифікувальні, аìоніфікувальні бактерії та 
ìікроскопі÷ні гриби (рис. 1).

Чисельність сульфатвідновлювальних, залізовідновлювальних та 
денітрифікувальних бактерій у феросфері перевищує таку у ґрунті: 
ÑВБ (переважальна група) та ÄНБ – на 2 порядки; ЗВБ – на порядок. 
Останні сприяють відновленню Fe (III) до Fe (II), накопи÷ення якого 
знижує окисно-відновний потенöіал, що сприяє розвитку як ÑВБ, так і 
ÄНБ. Гетеротрофні асоöіанти – аìоніфікувальні бактерії забезпе÷ують 
створення анаеробних уìов. Все öе призводить до розвитку та підви-
щення активності сульфатвідновлювальних бактерій [1, 2].
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Ðис. 1. Чисельність еколого-фізіологічних груп бактерій та мікроскопічних грибів 
сульфідогенного природного угруповання у феросфері (1) та у зразку ґрунту (2)

Fіg. 1. Number of ecology-physіologіcal groups of bacterіa and mіcroscopіc fungі 
of sulfіdogenіc mіcrobіc communіty of ferrosphere (1) and soіls (2)

Чисельність аìоніфікувальних бактерій у ґрунті в 2 рази більша 
(5,0½104 кл /г) ніж у феросфері (2,5½104 кл /г). Äосить висока кількість 
аìоніфікувальних бактерій у ґрунті ìоже свід÷ити про наявність у ґрунті 
доступних джерел Êарбону та Нітрогену. Ðозвиток ÀÌБ у феросфері 
ìоже пригні÷уватися інтенсивниì розвиткоì інших ÷ленів корозійного 
угруповання, зокреìа ÑВБ та ЗВБ, оскільки залежно від екологі÷них 
уìов та наявності джерел живлення в угрупованні відбувається послі-
довна зìіна переважальних груп ìікроорганізìів під ÷ас перебігу проöесу 
руйнування ìеталу. Òакиì ÷иноì, за ÷исельністю та якісниì складоì 
бактерій сульфідогенне угруповання феросфери ìожна віднести до ко-
розійно небезпе÷ного [1]. 

Наìи виділено штаì сульфатвідновлювальних бактерій Ì-4.1 – пе-
реважального коìпоненту угруповання феросфери. Визна÷ено ìорфотип 
бактерій ìонокультури: короткі пали÷ки з заокруглениìи кінöяìи.

Бактерії ìезофільні, граìнегативні, факультативні анаероби, спор не 
утворюють (табл. 1).

Äля визна÷ення родової належності штаìу Ì-4.1 було проведено 
ідентифікаöію із використанняì ìетоду поліìеразної ланöюгової реакöії. 
Одержано і секвеновано аìпліфіканти гена 16S рÐНÊ. За допоìогою 
програìи BLASTN порівняно нуклеотидну послідовність гена 16S 
рÐНÊ штаìу Ì-4.1 з такиìи у бактерій роду Desulfovibrio з банку 
нуклеотидних послідовностей GenBank. Встановлено 100 % гоìологію з 
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депонованою послідовністю Desulfovibrio sp. H1 (FJ225426.1) та 92 % – 
з послідовністю Desulfovibrio sp. SM12803 (AJ251630.1) табл. 2. Òакиì 
÷иноì, підтверджено належність штаìу Ì-4.1 до роду Desulfovibrio.

Òаблиöя 1 
Õарактеристика штаму Ì-4.1

Table 1
The characterіstіc of straіn Ì-4.1 

Îзнака Õарактеристика ознаки
Íаявність(+) чи відсутність (-) 

ознаки

Ìорфологія клітин

Забарвлення за Граìоì граìнегативні

Форìа клітин
Êороткі пали÷ки з заокругле-
ниìи кінöяìи

Ðухливість +

Ñпороутворення –

Ðіст 
за теìператури, °Ñ

20 +

30 ++

40 +

50 –

Ðіст за присут ності
NaCl, %

3 +

5 –

Відношення до кисню Відношення до кисню Факультативний анаероб

Приìітка: «+» – наявність ознаки; «–» – відсутність ознаки.
Note: «+» – presence of characteristic; «–» – absence of characteristic.

Особливістю дослідженого ìікробного угруповання піщаного ґрун-
ту та феросфери є наявність ìікроскопі÷них грибів, які ìожуть брати 
у÷асть у проöесах біопошкодження бітуìного покриття та біокорозії сталі 
[8]. Наìи встановлено, що ÷исельність ìікроìіöетів у зразках ґрунту 
[(9,3±0,6)½104 ÊУО /г] більша у 55 разів [(1,7±0,2)½103 ÊУО /г] ніж у 
феросфері. Поширення ìікроскопі÷них грибів зуìовлено особливостяìи 
піщаного ґрунту, які створюють сприятливі уìови для їх функöіонування 
у коìплексі з бактеріяìи. Äо того ж, бітуìні покриття, що використову-
ються для захисту підзеìних споруд ìожуть бути додатковиì джерелоì 
живлення для ìікроìіöетів. Наявність ìікроскопі÷них грибів у відібраних 
зразках свід÷ить про їх у÷асть в проöесах біопошкодження покриття та 
сталі завдяки оксидазноìу коìплексу ферìентів [9]. Òоìу актуально 
було дослідити видовий склад коìплексу ìікроскопі÷них грибів, що вхо-
дять до складу корозійного ìікробного угруповання і ìожуть бути його 
активниì коìпонентоì.
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Òаблиöя 2
Âизначення гомології гена 16S рÐÍÊ штаму Ì-4.1

Table 2
Determіnatіon of homology 16s rRNA gene of straіn M-4.1

Äовжина 
фрагменту гена, 

пн

Ðезультати BLASTN-аналізу

Подібність, % Ãомологічний вид Êод GenBank

436

100% Desulfovibrio sp. H1 FJ225426.1

92%
Desulfovibrio sp. 
SM12803

AJ251630.1

Iзольовано 78 культур грибів, які після ідентифікаöії [4–6] віднесено 
до 12 видів 5 родів групи Anamorphic fungi (табл. 3). 

Òаблиöя 3
Âидовий склад комплексу мікроскопічних грибів

Table 3

Specіfіc composіtіon of complex of mіcrofungі 

Âид Ґрунт Феросфера

Alternaria alternata (Fr.:Fr.) von Keissl. + +

Aspergillus oryzae (Ahlb.) Cohn + +

Aspergillus terreus Thom – +

Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Vries + –

Cladosporium sp. + –

Penicillium corylophyllum Dierckx + –

P. cyclopium Westl. + –

P. chrysogenum Thom – +

P. purpurogenum Stoll + –

Penicillium sp. + –

Fusarium oxysporum (Schlecht.) Snyd. et Hans + +

Fusarium sp. – –

Приìітка: «+» – наявність виду; «–» – вид не виявлено
Note: «+» – presence of the species; «–» – the species is not found.
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Видове представниöтво ìікроìіöетів у ґрунті різноìанітніше ніж у 
феросфері. Зокреìа, у ґрунті ідентифіковано 9 видів (відносяться до 5 
родів), а у феросфері – 5 видів (відносяться до 4 родів). У ґрунті та ферос-
фері зустрі÷аються Alternaria alternata, Aspergillus oryzae та Fusarium 
oxysporum. Äля ґрунту спостерігається найбільше видове різноìаніття 
представників роду Penicillium. 

Òакиì ÷иноì, у феросфері на поверхні пошкодженого вули÷ного га-
зопроводу, за уìов піщаного ґрунту форìується корозійно небезпе÷ний 
за ÷исельністю та видовиì складоì коìплекс фізіологі÷них груп бакте-
рій та ìікроìіöетів. Наявність ìікроскопі÷них грибів родів Aspergillus, 
Alternaria, Penicillium, Fusarium у ґрунті і феросфері ìоже слугувати 
додатковою характеристикою, важливою у прогнозуванні агресивності 
ґрунтів та розробöі ефективних засобів захисту підзеìних споруд.
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ÎСÎÁÅÍÍÎСÒÈ ÊÎÐÐÎЗÈÎÍÍÎ ÀÊÒÈÂÍÎÃÎ ÌÈÊÐÎÁÍÎÃÎ 
СÎÎÁЩÅСÒÂÀ ФÅÐÐÎСФÅÐЫ ÃÀЗÎПÐÎÂÎÄÀ, ПÐÎËÎЖÅÍÍÎÃÎ 

Â ПÅСЧÀÍÎÌ ÃÐУÍÒÅ 

Ðеферат

Öелью работы было коìплексное исследование сульфидогенного со-
общества ìикроорганизìов ферросферы ули÷ного газопровода, проложен-
ного в пес÷аноì грунте и определение его состава. Ìетоды. Обнаружение 
и выделение коìпонентов сообщества бактерий и коìплекса ìикроско-
пи÷еских грибов проводили ìетодоì предельных разведений, высевая 
суспензию клеток на соответствующие жидкие элективные среды. По 
коли÷ественноìу и ка÷ественноìу составу бактерий сульфидогенное со-
общество ферросферы является коррозионно опасныì. Чистые культуры 
сульфатвосстанавливающих бактерий полу÷али путеì ìного÷исленных 
посевов отдельных колоний на твердой и жидкой средах Постгейта «В». 
Ðезультаты. Выделен доìинирующий штаìì сульфатвосстанавливающих 
бактерий – Ì-4.1, который охарактеризован по ìорфолого-культуральныì 
признакаì и идентифиöирован ìетодоì полиìеразной öепной реакöии с 
использованиеì универсальных прайìеров к фрагìентаì генов 16S рÐНÊ. 
При сравнительноì анализе секвенсов у÷астков ÄНÊ, которые кодируют 
ген 16S рÐНÊ исследуеìых бактерий с аналоги÷ныìи последовательностя-
ìи штаììов из базы данных GenBank, штаìì сульфатвосстанавливающих 
бактерий Ì-4.1 отнесен к роду Desulfovibrio. Ìикроскопи÷еские грибы 
выделяли посевоì соответствующих разведений грунтовой суспензии 
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в ÷ашки Петри с агаризованной средой Чапека-Äокса. Èдентификаöию 
грибов проводили на основе их ìорфолого-культуральных особенностей, 
используя определители. Èзолировано 78 культур ìикроìиöетов, которые 
отнесены к 12 видаì 5 родаì группы Anamorphic fungi. Âыводы. Òакиì 
образоì, проведенные исследования показали, ÷то в ферросфере на по-
верхности поврежденного ули÷ного газопровода, в условиях пес÷аного 
грунта форìируется коррозионно опасный по ÷исленности и видовоìу 
составу коìплекс физиологи÷еских групп бактерий и ìикроìиöетов. 

Êлю÷евые слова : сульфидогенное ìикробное сообщество, 
ìикроìиöеты группы Anamorphic fungi.
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FEATURES OF CORROSION ACTIVITY OF MICROBIAL 
COMMUNITIES OF GAS-PIPELINE FERROSPHERE LAID 

IN  SANDY SOIL

Summary 

Aіm. To study the sulfidogenic microbial communities road gas-pipeline 
ferrospheres laid in the sandy soil and the determination of its composition 
was the aim of this research work. Methods. The method of limiting dilution 
(plating cell suspension to appropriate liquid selection medium) was used 
for detection and isolation of the components of communities of bacteria and 
microscopic fungi complex. Due to quantitative and qualitative composition, 
sulfidogenic community of ferrospheres in corrosive dangerous. Pure 
cultures of sulfate-reducing bacteria were obtained by planting numerous 
individual colonies on solid and liquid medium Postgate «B». Results. 
The dominant strain of sulfate-reducing bacteria – Ì-4.1 described by 
morphological and cultural characteristics has been isolated and identified 
by using PCR, with the use of universal primers to the fragments of 16S 
rRNA genes. When conducting a comparative analysis of DNA sequencer 
which encodes 16S rRNA gene of tested bacteria with the strains of similar 
sequences from the GenBank database, sulfate reducing bacteria strain 
M-4.1 belonging to Desulfovibrio genus has been confirmed. Microfungi 
were isolated by planting soil suspension dilutions with agar Czapek-Dox 
in Petri dishes. Fungal identification was carried out on the basis of their 
morphological and cultural features using determinants. 78 microfungi 
cultures belonging to Anamorphic fungi group (12 species of 5 genera), 
have been isolated. Conclusіons. Thus, this scientific study has shown that 
in the ferrospheres on the surface of damaged road gas-pipeline laid in the 



Í.Ð. Äемченко, I.Ì. Êурмакова, Î.П. Òретяк

98 ISSN 2076–0558. Ìікробіоëоãія і біотеõноëоãія. 2013. № 4. С. 90–98

sandy soil the corrosion dangerous abundance and species composition of 
complex physiological bacteria group and micromycetes is formed.

Key words : sulfidogenic microbial community, microfungi of 
Anamorphic fungi group.
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