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Аннотация. Показано, что в условиях лабораторного опыта бактериальный 
штамм Bacillus subtilis, выделенный из мерзлотной почвы Якутии, обладает 
высокой активностью в  области утилизации нефтезагрязнения. Примене-
ние выделенного штамма в процессе биоремедиации нефтяных загрязне-
ний имеет значительный потенциал с точки зрения экологической устойчи-
вости и эффективности очистки. Bacillus subtilis может представлять ценный 
ресурс для биотехнологических процессов очистки нефтепродуктов. Данные 
исследования проливают свет на перспективу использования Bacillus subtilis 
в качестве биоремедиантов для утилизации нефтяных загрязнений. Это по-
зволяет рассмотреть новые подходы и технологии в области очистки и вос-
становления экосистем, пострадавших от нефтяных аварий и промышлен-
ных выбросов.

Ключевые слова: нефть, рекультивация, почва, биопрепарат, углеводородо-
кисляющие микроорганизмы, Bacillus subtilis.
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Summary. It is shown that in the conditions of laboratory experience, 
the bacterial strain Bacillus subtilis isolated from the permafrost soil of 
Yakutia has a high activity in the field of oil pollution utilization. The use 
of the isolated strain in the process of bioremediation of oil pollution 
has significant potential in terms of environmental sustainability and 
purification efficiency. Bacillus subtilis can be a valuable resource for 
biotechnological processes of refining petroleum products. These studies 
shed light on the prospect of using Bacillus subtilis as bioremediants for 
the disposal of oil pollution. This allows us to consider new approaches 
and technologies in the field of cleaning and restoration of ecosystems 
affected by oil accidents and industrial emissions.

Keywords: oil, recultivation, soil, biological product, hydrocarbon-
oxidizing microorganisms, Bacillus subtilis.

DOI 10.37882/2223-2966.2023.12-2.06

Введение

Нефтедобыча является одной из  основных отрас-
лей промышленности в Республике Саха (Якутия), 
поэтому играет важную роль в  экономике регио-

на. Однако, несмотря на  значительные экономические 
выгоды, нефтепромыслы влияют на  окружающую сре-
ду, приводя к загрязнению почвы и воды нефтепродук-
тами (НП). Это вызывает снижение плодородия почвы, 

уничтожение растительного и животного мира, а также 
угрожает здоровью местных жителей. Известно, что не-
фтезагрязненные земли в  условиях Крайнего Севера 
восстанавливаются в течение многих лет [1., С. 140–159; 
2, 511с.; 3, 360 с; 4, 243 с.]. На реабилитацию мерзлотных 
почв оказывает влияние рационированное использова-
ние природных ресурсов, правильное планирование не-
фтедобычи, труднодоступность мест аварийных нефте-
разливов, а также применяемые методы рекультивации. 

1 Работа выполнена в рамках проекта НОЦ «Север» с использованием научного оборудования ЦКП Федерального исследователь-
ского центра Якутского научного центра СО РАН в рамках реализации мероприятий по гранту № 13.ЦКП.210016.
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Значительная часть территории Российской Федера-
ции относится к Арктической зоне, а 95 % расположено 
в лесном фонде [5, С. 185–194]. Земли лесного назначе-
ния очень трудно поддаются рекультивации по  причи-
не, связанной с  прохождением транспортной техники. 
Так, ягель восстанавливается в течение 25–30 лет, а для 
восстановления древостоя на  нефтезагрязненных тер-
риторях в условиях криолитозоны может потребоваться 
до 100 лет. Одной из возможных стратегий восстановле-
ния нефтезагрязненных земель лесного фонда являет-
ся использование специальных транспортных средств 
и  оборудования, разработанных для работы в  услови-
ях леса. Эти средства и  оборудование могут включать 
в себя низконагруженные устройства и широкие колеса 
или гусеницы, которые позволяют снизить негативное 
влияние на почву и растительный покров. Также важно 
разработать и  применять методы рекультивации, кото-
рые максимально учитывают особенности почвы и рас-
тительности лесных земель. Например, использование 
семян или саженцев лесных растений, адаптированных 
к  местным условиям. Такой подход с  применением фи-
торекультивации на нарушенных землях помогает уско-
рить процесс восстановления лесного покрова. 

1. В зависимости от  степени повреждения почвы, 
могут использоваться различные методы рекультива-
ции, включая применение органических и минеральных 
удобрений, биологическую рекультивацию (например, 
использование специальных грибов и бактерий), а так-
же создание искусственных консорциумов полезных 
микроорганизмов, способствующих восстановлению 
почвенной структуры [6, С. 92–100; 7, С. 54–60].

Важным аспектом рекультивации лесных земель 
является также учет потенциальных экологических по-
следствий и негативного воздействия на биологическое 
разнообразие. Мерзлотные почвы имеют специфиче-
скую структуру и свойства, и их восстановление требует 
особого подхода. Это связано с особенностями процес-
сов, происходящих в мерзлых почвах, таких как перио-
дическое оттаивание-замерзание и миграция воды в по-
чвенном профиле. Кроме того, они включают в  себя 
комплексные экосистемы с  разнообразным раститель-
ным и  животным миром, которые также требуют вни-
мания при рекультивации. Таким образом, воздействие 
нефти на биологическое разнообразие может быть раз-
рушительным, выражается в различных негативных по-
следствиях и охватывает следующие аспекты:

1. Загрязнение водных и  прибрежных экосистем. 
Разливы нефти в океанах, реках или прибрежных 
зонах приводят к поверхностному и подводному 
загрязнению. Нефть формирует плотные пленки 
на поверхности воды, которые могут препятство-
вать доступу кислорода к  морским организмам 
и  растениям, а  также вызывать удушение и  уто-
пление животных. Загрязнение морского дна 

и береговой зоны может негативно влиять на рас-
тения, животных и  микроорганизмы, нарушая их 
жизненную среду и пищевую цепь.

2. Токсичность нефти. Нефть содержит различные 
токсичные вещества, такие как полициклические 
ароматические углеводороды (ПАУ), фенолы и тя-
желые металлы. Эти вещества могут оказывать 
вредное воздействие на  организмы, вызывая 
токсические эффекты, такие как повреждение 
клеток, нарушение функций органов и систем, из-
менение роста и  развития, а  также повышенную 
смертность организмов.

3. Повреждение морских и прибрежных экосистем. 
Нефть может загрязнять морские воды, песчаные 
пляжи, морские растения и  рифы, вызывая их 
увядание и гибель. Это может привести к потере 
биологического разнообразия, поскольку многие 
виды животных и  растений зависят от  этих мест 
в качестве места обитания, питания и размноже-
ния.

4. Негативное влияние на пищевую цепь. Загрязне-
ние нефтью может привести к сокращению пище-
вых ресурсов, таких как планктон, рыбы и другие 
морские организмы, поскольку они могут быть 
отравлены или лишены пищевых источников. Это 
может вызвать снижение популяции и разнообра-
зия морской жизни, а  также негативно сказаться 
на  рыболовстве и  промышленной деятельности, 
зависящей от морских ресурсов.

5. Долгосрочные последствия. Загрязнение нефтью 
может иметь долговременные эффекты на экоси-
стемы и биологическое разнообразие. Оно может 
привести к накоплению токсических веществ в по-
чвах и воде, что оказывает влияние на микроорга-
низмы и нарушает биохимические процессы. Это 
может вызывать понижение плодородия почвы 
и длительные изменения в экосистемах, которые 
могут требовать десятилетия для восстановления.

В целом, воздействие нефти на  биологическое раз-
нообразие крайне важно и  требует принятия мер для 
предотвращения загрязнения и  минимизации его не-
гативных последствий. Поэтому, при планировании 
и  осуществлении мероприятий по  рекультивации, не-
обходимо учитывать все аспекты сохранения природы 
и  устойчивого развития. Правильное планирование 
и  инновационные подходы помогут справиться с  про-
блемами и  достичь успешной рекультивации этих зе-
мель. Рационированное использование природных ре-
сурсов и правильное планирование нефтедобычи также 
позволяют снизить негативное воздействие на мерзлот-
ные почвы. Например, использование технологий гори-
зонтального бурения позволяет сократить количество 
прокладываемых трубопроводов, что уменьшает нару-
шение почвенного покрова и  минимизирует разруше-
ние мерзлоты. 
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Тем не  менее, даже при соблюдении правильной 
технологии добычи нефти неизбежно возникает загряз-
нение почвы нефтепродуктами (НП). В  таких случаях 
важно принять меры по рекультивации. Биологическая 
рекультивация может быть эффективным методом вос-
становления мерзлотных почв. Она включает исполь-
зование микроорганизмов, таких как бактерии и грибы, 
которые способны биологически разлагать нефтепро-
дукты и  восстанавливать почву. Дополнительно, может 
потребоваться восстановление растительного покрова 
для укрепления почвы и  активации её стабилизации. 
Однако, следует учитывать особенности мерзлых почв, 
такие как низкая температура и  ограниченная доступ-
ность кислорода. Поэтому важно выбрать правильные 
микроорганизмы и  создать оптимальные условия для 
их жизнедеятельности. Таким образом, рекультивация 
мерзлых почв требует комплексного подхода и  сочета-
ния различных методов. Рационированное использова-
ние ресурсов и правильное планирование нефтедобычи 
сокращают негативное влияние, а  биологическая ре-
культивация помогает восстановить почву и ее экологи-
ческие функции. Это позволяет достичь экологической 
безопасности и сохранения биологического разнообра-
зия на мерзлотных почвах Крайнего Севера.

Цель данного исследования заключалась в  поиске 
эффективного штамма, способного к деградации нефте-
загрязнения.

Для достижения поставленной цели были выполне-
ны следующие задачи:

1. Сбор образцов почвы из  участков, загрязненных 
нефтью, для микробиологического анализа;

2. Исследование микроорганизмов, присутствую-
щих в образцах, с целью выявления потенциаль-
ных деградантов нефти;

3. Определение потенциала разложения нефти в на-
копительной культуре;

4. Выделение и  изучение наиболее эффективных 
штаммов, способных эффективно деградировать 
нефть в условиях лабораторного опыта;

5. Определение оптимальных условий для роста 
и  активности эффективных штаммов, включая 
температуру, pH и  наличие необходимых пита-
тельных веществ.

6. Генетическая идентификация отобранного штам-
ма, способного к  деградации нефти в  условиях 
лабораторного опыта.

7. Формирование выводов и  рекомендаций по  ис-
пользованию эффективного штамма в  практике 
биоремедиации нефтезагрязнений.

Материалом для микробиологических исследований 
служили: 

1. Образец нефтезагрязненной мерзлотной почвы, 
отобранный на территории Республики Саха (Яку-
тия).

2. Культура углеводородокисляющих бактерий рода 
(р.) Bacillus, выделенная из  образца нефтезагряз-
ненной мерзлотной почвы, отобранного на  тер-
ритории северо-восточной части Республики 
Саха (Якутия).

Методы исследований

Для культивирования углеводородокисляющих ми-
кроорганизмов (УОМ) использовали разнообразные ва-
риации питательных сред, включая жидкую — и твердую 
среду Мюнца [8, 10 с.]. Каждая среда содержала 1 % неф-
ти. В случае жидких сред, УОМ были выращены при тем-
пературе +20±1°С и скоростью вращения 180 оборотов 
в минуту в течение периода от 6 до 120 суток. 

В данном исследовании была проведена оценка эф-
фективности бактериальной культуры. Bacillus subtilis 
деградировать нефтезагрязнение в условиях лаборатор-
ного опыта.

Деструкцию нефти определяли визуально, основыва-
ясь на наблюдении лизиса (растворения нефти), дезин-
теграции нефтяного слоя и образования пигмента. Сте-
пень деградации нефти оценивалась с использованием 
3-х бальной шкалы, где выделенные УОМ были отнесены 
к одному из следующих разрядов:

«+++» высокая активность в области утилизации не-
фтезагрязнения;

«++» удовлетворительная активность в области ути-
лизации нефтезагрязнения;

«+» слабая активность в  области утилизации нефте-
загрязнения;

«–» микроорганизм, не способный утилизировать не-
фтезагрязнение.

Результаты и обсуждение

Культура Bacillus subtilis получена из  почвенных об-
разцов, отобранных в Момском улусе, Северо-восточной 
части Республики Саха (Якутия). Генетическая идентифи-
кация штамма была выполнена на базе ФГУП «ГосНИИге-
нетика» (ВКПМ, Москва, 1 Дорожный пер.). 

В результате анализа последовательности вариабель-
ных участков 16S rDNA была обнаружена и получена сле-
дующая нуклеотидная последовательность (рис. 1).

С целью проведения более детального анализа, полу-
ченные секвенции были обработаны с использованием 
компьютерной программы, доступной на веб-платформе 
RDB II (Ribosomal Database Project II). Результаты обработ-
ки секвенсов подробно представлены в  табл. 1, приве-
денной ниже. 
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Дополнительный анализ, проведенный с  использо-
ванием базы данных RDP II и  последовательностей 16S 
рРНК, подтвердил гомологию исследуемого штамма 
с  уже ранее идентифицированными видами бактерий. 
Это подтверждает правильность определения и  клас-
сификации штамма на  основании генетических данных 
и  подтверждает его принадлежность к  определенной 
систематической группе. На  основе этих данных было 
построено филогенетическое дерево, на котором отра-
жена близость родственных штаммов (рис. 2).

При проведении идентификации исследуемых штам-
мов использовался специальный метод с использовани-
ем видоспецифических праймеров. Этот метод известен 

своей способностью к  более точной идентификации, 
поскольку праймеры специфично связываются с  уни-
кальными участками генома конкретного вида. Это по-
зволяет получить детальные и достоверные результаты 
идентификации, исключая возможность путаницы или 
ошибочной классификации. 

На основании проведенных исследований было 
определено, что выделенный штамм микроорганизма 
принадлежит к  следующим систематическим группам: 
Домен: Bacteria; Тип: Firmicutes; Класс: Bacilli; Порядок: 
Bacillales; Семейство: Bacillaceae; Род: Bacillus; Вид: Bacillus 
subtilis.

Рис. 1. Нуклеотидная последовательность для штамма Bacillus subtilis

Таблица 1. 
Результаты обработки последовательностей

Name
(наименование)

Strain
(штамм)

Accession
(присоединение, последовательность)

Pairwise Similarity
(парное сходство), (%)

Diff/Total
(Разница/Всего), nt

B. subtilis DSM10 (Т) AJ276351 98,6 1/940

B. mojavensis IFO15718 (T) AB021191 98,6 1/942

B. vallismortis DSM11031 (T) AB021198 98,8 1/992

B. atrophaeus JCM9070 (T) AB021181 98,8 1/969

B. subtilis NRRL B-23049 (T) AF074970 98,8 1/935

B. amyloliquefaciens NBRC 15535 AB255669 98,6 1/960

B. methylotrophicus CBMB205 (T) EU194897 98,0 1/903

B. siamensis PD-A10 (T) GQ281299 98,1 1/965

B. tequilensis 10b (T) HQ223107 98,4 1/926

B. licheniformis ATCC14580 (T) DSM13 CP000002 98,0 1/887

B. amyloliquefaciens DSM7 (T) FN597644 98,6 1/976



17Серия: Естественные и технические науки № 12-2 декабрь 2023 г.

ОБЩАЯ БИОЛОГИЯ

Эти идентификационные характеристики позволяют 
точно классифицировать штамм и определить его систе-
матическое положение в бактериальной таксономии. 

Оценка степени деградации нефти показала, что 
штамм Bacillus subtilis проявляет высокую активность 
в области утилизации нефтезагрязнений (+++). Это сви-
детельствует о его значительном потенциале в биореме-

диации и использовании в процессах очистки нефтяных 
загрязнений. Полученные результаты подтверждают 
положительные характеристики штамма Bacillus subtilis 
и его важность в решении проблемы нефтезагрязнения. 
Однако, важно отметить, что дальнейшие исследова-
ния и  эксперименты необходимы для полного понима-
ния его потенциала и  оптимизации его использования 
в практических целях. 

Рис. 2. Филогенетическое дерево выделенного штамма 
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