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Óñòàíîâëåíî ïðèñóòñòâèå æèçíåñïîñîáíûõ óãëåâîäîðîäîêèñëÿþùèõ ìèêðîîðãàíèçìîâ â
ïîäçåìíûõ âîäàõ, âñêðûòûõ Âîðîòèëîâñêîé ãëóáîêîé ñêâàæèíîé (Ïó÷åæ-Êàòóíêñêàÿ àñòðîá-
ëåìà, 75 êì ñåâåðíåå ã. Í. Íîâãîðîä, ãëóáèíû 1900 è 3200 ì) ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà õðîìà-
òî-ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà ñïåöèôè÷åñêèõ áèîìàðêåðîâ êëåòî÷íûõ ñòåíîê ìèêðî-
îðãàíèçìîâ è êëàññè÷åñêèõ áàêòåðèîëîãè÷åñêèõ ìåòîäîâ. Íåñêîëüêî âèäîâ ìèêðîîðãàíèçìîâ
áûëè âûäåëåíû â ÷èñòîé êóëüòóðå è èäåíòèôèöèðîâàíû. Äâà âèäà áàöèëë Bacillus pumilus
ÊÒÁ-2 è Bacillus subtilis ÊÒÁ-4 ñîõðàíÿëèñü â ÷èñòûõ êóëüòóðàõ ïðè ïåðåñåâàõ. Èçó÷åíî âëèÿ-
íèå ìèíåðàëèçàöèè ñðåäû è ñòåïåíü åå àýðàöèè íà ðîñòîâûå õàðàêòåðèñòèêè øòàììà Bacillus
pumilus ÊÒÁ-2 â ïåðèîäè÷åñêîé êóëüòóðå.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ãëóáèííûå ïîäçåìíûå âîäû, óãëåâîäîðîäîêèñëÿþùèå áàêòåðèè, Bacillus
pumilus , êèíåòè÷åñêèå ïàðàìåòðû ðîñòà áàêòåðèé.

Ïðîáëåìà çàãðÿçíåíèÿ îêðóæàþùåé ñðåäû óãëåâî-
äîðîäàìè íåôòè âåñüìà àêòóàëüíà â íàñòîÿùåå âðå-
ìÿ. Îäíî èç ïåðâûõ çâåíüåâ ñëîæíîé öåïè ïðîöåñ-
ñîâ, ïðèâîäÿùèõ ê ðàçðóøåíèþ óãëåâîäîðîäîâ íåôòè
â ïðèðîäíûõ ýêîñèñòåìàõ, — âîçäåéñòâèå óãëåâîäî-
ðîäîêèñëÿþùèõ ìèêðîîðãàíèçìîâ. Äëÿ ïîâåðõíîñò-
íûõ ýêîñèñòåì ïîêàçàíî øèðîêîå ðàñïðîñòðàíåíèå
äàííîé ãðóïïû ìèêðîîðãàíèçìîâ, àêòèâíî ðàçðàáàòû-
âàþòñÿ ìåòîäû áèîðåìåäèàöèè çàãðÿçíåííûõ òåððè-
òîðèé ñ èñïîëüçîâàíèåì àáîðèãåííûõ èëè ñïåöèàëü-
íî îòñåëåêòèðîâàííûõ øòàììîâ èëè áàêòåðèàëüíûõ
ñîîáùåñòâ, à òàêæå ìèêðîáèîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ
íà èõ îñíîâå. Èññëåäîâàíèÿ óãëåâîäîðîäîêèñëÿþùèõ
ìèêðîîðãàíèçìîâ ïîäçåìíîé ñðåäû ïðîâîäÿòñÿ â îñíîâ-
íîì â çîíàõ çàëåãàíèÿ íåôòåíîñíûõ ïëàñòîâ è èìå-
þò çíà÷åíèå äëÿ ïîâûøåíèÿ íåôòåîòäà÷è ïëàñòîâ.
Ñðåäè ïîäçåìíûõ âîä èçó÷àþòñÿ ãëàâíûì îáðàçîì
ïëàñòîâûå âîäû íåôòÿíûõ ìåñòîðîæäåíèé ñ íèçêîé
èëè óìåðåííîé ìèíåðàëèçàöèåé (äî 40 ã/ë) [1, 2].
Â ñâÿçè ñ âûøåñêàçàííûì èíòåðåñíûì ïðåäñòàâëÿ-
åòñÿ îáíàðóæåíèå óãëåâîäîðîäîêèñëÿþùèõ ìèêðîîð-
ãàíèçìîâ â òàêèõ ñïåöèôè÷åñêèõ ïî ýêîëîãè÷åñêèì
ôàêòîðàì áèîòîïàõ, êàê âûñîêîìèíåðàëèçîâàííûå
ïîäçåìíûå âîäû. Ïîäîáíûå èññëåäîâàíèÿ â ïåðñ-
ïåêòèâå îòêðûâàþò âîçìîæíîñòè ïîëó÷åíèÿ íîâûõ
óãëåâîäîðîäîêèñëÿþùèõ øòàììîâ-äåñòðóêòîðîâ äëÿ
áèîðåìåäèàöèè òåððèòîðèé ñ êîìïëåêñíûì çàãðÿç-
íåíèåì, ïîñêîëüêó î÷åíü ÷àñòî ïðè ðàçðàáîòêå íåô-
òÿíûõ ìåñòîðîæäåíèé ïðîèñõîäèò íå òîëüêî çàãðÿç-
íåíèå òåððèòîðèé óãëåâîäîðîäàìè, íî è èõ çàñîëåíèå.

Â çàäà÷è èññëåäîâàíèÿ âõîäèëî îáíàðóæåíèå óãëå-
âîäîðîäîêèñëÿþùèõ ìèêðîîðãàíèçìîâ â âûñîêîìè-
íåðàëèçîâàííûõ ïîäçåìíûõ âîäàõ, âûäåëåíèå ÷èñ-
òûõ êóëüòóð, ñïîñîáíûõ èñïîëüçîâàòü óãëåâîäîðîäû
â êà÷åñòâå åäèíñòâåííîãî èñòî÷íèêà óãëåðîäà è ýíåð-
ãèè, è èçó÷åíèå èõ ñâîéñòâ.

Îáúåêòû è ìåòîäû

Îáúåêòîì èññëåäîâàíèÿ ñëóæèëè ïîäçåìíûå âîäû,
âñêðûòûå Âîðîòèëîâñêîé ãëóáîêîé íàó÷íîé ñêâàæè-
íîé — ÂÃÑ (Ïó÷åæ-Êàòóíêñêàÿ àñòðîáëåìà, 75 êì ñå-
âåðíåå ã. Í. Íîâãîðîä, äîñòèãíóòàÿ ãëóáèíà áóðåíèÿ
5374 ì). Âîäû áðîìíîãî õëîðèäíî-êàëüöèåâîãî ñî-
ñòàâà ñ îáùåé ìèíåðàëèçàöèåé äî 160—190 ã/ë, àçîò-
íîãî êëàññà ñ ãåëèåì è âîäîðîäîì. Ðàñòâîðåííîå îð-
ãàíè÷åñêîå âåùåñòâî ïðåäñòàâëåíî ãàçîîáðàçíûìè è
æèäêèìè í-àëêàíàìè, à òàêæå àðîìàòè÷åñêèìè óãëå-
âîäîðîäàìè, êîòîðûå èìåþò êàê åñòåñòâåííîå, òàê è
òåõíîãåííîå ïðîèñõîæäåíèå — ñôîðìèðîâàëèñü â ðå-
çóëüòàòå êîíòàìèíàöèè âîä äîáàâêàìè íåôòè è òîð-
ôîãóìàòíûìè êîìïîíåíòàìè áóðîâîãî ðàñòâîðà [3].
Â ïðîöåññå áóðåíèÿ ÂÃÑ ïðîèçîøëî çàïîëíåíèå ïðî-
íèöàåìûõ ïëàñòîâ ôèëüòðàòîì áóðîâîãî ðàñòâîðà, ÷òî
îêàçàëî îïðåäåëåííîå âëèÿíèå íå òîëüêî íà õèìè÷å-
ñêèé ñîñòàâ âîä, íî è, êàê áûëî ïîêàçàíî íàìè ðàíåå,
ñóùåñòâåííî îòðàçèëîñü íà ôóíêöèîíàëüíîì ðàçíî-
îáðàçèè è ñîñòàâå ìèêðîáíûõ ñîîáùåñòâ ïîäçåìíûõ
âîä [4]. Â äàííîé ðàáîòå èçó÷àëè âîäû èç çîí ìàê-
ñèìàëüíîãî âîäîïðèòîêà — ãëóáèíû 1900 è 3200 ì,
ïîñêîëüêó ìèêðîáíûé öåíîç çäåñü, ïî ðåçóëüòàòàì
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ïðåäûäóùèõ èññëåäîâàíèé, áûë íàèáîëåå áëèçîê ê
àáîðèãåííîìó [5]. Îòáîð ïðîá âîäû è èõ ôèçèêî-õè-
ìè÷åñêîå èçó÷åíèå ïðîâîäèëî Ôåäåðàëüíîå ãîñóäàðñò-
âåííîå óíèòàðíîå ïðåäïðèÿòèå “Íàó÷íî-ïðîèçâîäñò-
âåííûé öåíòð ïî ñâåðõãëóáîêîìó áóðåíèþ è êîìï-
ëåêñíîìó èçó÷åíèþ íåäð Çåìëè” — ÔÃÓÏ ÍÏÖ
“Íåäðà”, ã. ßðîñëàâëü (òàáë. 1).

Ðåêîíñòðóèðîâàíèå ñîñòàâà è ñòðóêòóðû ìèêðîá-
íîãî ñîîáùåñòâà âîä, à òàêæå èäåíòèôèêàöèþ êóëüòóð
ïðîâîäèëè ïî ñïåöèôè÷åñêèì õèìè÷åñêèì ìàðêå-
ðàì (æèðíûì êèñëîòàì, àëüäåãèäàì è îêñèêèñëîòàì)
ìåòîäîì ãàçîâîé õðîìàòîãðàôèè — ìàññ-ñïåêòðî-
ìåòðèè (ÃÕ-ÌÑ) ñ èñïîëüçîâàíèåì õðîìàòî-ìàññ-
ñïåêòðîìåòðà ÀÒ5973 D ôèðìû “Agilent Technologies”
(ÑØÀ) â ñîîòâåòñòâèè ñ ìåòîäèêîé [6, 7]. Àíàëèç ëè-
ïèäíûõ ìàðêåðîâ ïðîâîäèë äîêò. áèîë. íàóê Ã.À. Îñè-
ïîâ (ã. Ìîñêâà). Ó÷åò ðàçëè÷íûõ ãðóïï áàêòåðèé îñó-
ùåñòâëÿëè ìåòîäàìè êëàññè÷åñêîé áàêòåðèîëîãèè
ïóòåì ïîñåâà ïðîá âîäû íà ñåëåêòèâíûå ïèòàòåëüíûå
ñðåäû, êîòîðûå ãîòîâèëè íà îñíîâå ïîäçåìíîé âîäû
ñ ñîîòâåòñòâóþùåé ãëóáèíû. Èñïîëüçîâàëè äâà âà-
ðèàíòà ñðåä: Â-1 — óðîâåíü ìèíåðàëèçàöèè 2000 ã.,
Â-2 — óðîâåíü ìèíåðàëèçàöèè 1995 ã. (ïðèìåðíî â
1,5 ðàçà íèæå). Êóëüòèâèðîâàíèå âåëè ïðè òåìïåðà-
òóðàõ, áëèçêèõ ê ãëóáèííûì (òàáë. 1). Êàê óæå áûëî
ïîêàçàíî íàìè ðàíåå, ñî÷åòàíèå òåìïåðàòóðíîãî ôàê-
òîðà ñ áîëüøåé èëè ìåíüøåé ìèíåðàëèçàöèåé ïèòà-
òåëüíûõ ñðåä ïîçâîëÿåò îòñå÷ü àëëîõòîííûå áàêòåðèè
è âûäåëèòü àáîðèãåííûå [8]. Êîëè÷åñòâåííûé ó÷åò
óãëåâîäîðîäîêèñëÿþùèõ áàêòåðèé (ÓÎÁ) ïðîâîäèëè
ìåòîäîì äåñÿòèêðàòíûõ ðàçâåäåíèé â æèäêîé ñðå-
äå Ðàéìîíäà ñ äîáàâëåíèåì íåôòè èëè ãåêñàäåêàíà
â êà÷åñòâå èñòî÷íèêà óãëåðîäà è ýíåðãèè, à òàêæå
íà ñðåäå Ê äëÿ áàêòåðèé, èñïîëüçóþùèõ ãàçîîáðàç-
íûå (ïðîïàí:áóòàí) óãëåâîäîðîäû. Èçó÷åíèå ôèçèî-
ëîãî-áèîõèìè÷åñêèõ ñâîéñòâ ïðîâîäèëè íà ñòàíäàðò-
íûõ äèôôåðåíöèàëüíî-äèàãíîñòè÷åñêèõ ñðåäàõ [9, 10].
Ïðè èçó÷åíèè âëèÿíèÿ ìèíåðàëèçàöèè íà ðîñò ÷èñ-
òûõ êóëüòóð èñïîëüçîâàëè æèäêóþ ñðåäó Ê, ïðèãîòîâ-
ëåííóþ íà äèñòèëëèðîâàííîé âîäå, â êîòîðóþ äî-
áàâëÿëè õëîðèä êàëüöèÿ (òàáë. 1) â êîíöåíòðàöèè
îò 5 äî 200 ã/ë. Êóëüòèâèðîâàíèå âåëè â ïåðèîäè÷å-
ñêîì ðåæèìå ïðè èíòåíñèâíîé àýðàöèè (íà êà÷àëêå)
è â ìèêðîàýðîáíûõ óñëîâèÿõ (áåç ïåðåìåøèâàíèÿ ñðå-
äû, êîòîðîé çàïîëíÿëè 1/3 îáúåìà êîëá). Î ðîñòå

ôèçèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè êóëüòóðû ñóäèëè ïî èç-
ìåíåíèþ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè êóëüòóðàëüíîé æèä-
êîñòè, êîòîðóþ ðåãèñòðèðîâàëè íà ÊÔÊ-56 ïðè 610 íì
â êþâåòå 0,5 ñì. Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ êðèâûõ
ïåðèîäè÷åñêîãî ðîñòà ðàññ÷èòûâàëè óäåëüíóþ ñêî-
ðîñòü ðîñòà [11].

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ðåêîíñòðóèðîâàíèå ñîñòàâà ìèêðîáíûõ öåíîçîâ
ïðîá âîä íà îñíîâå ïðîâåäåííîé ìåòîäîì ÃÕ-ÌÑ õå-
ìîäèàãíîñòèêè ïîêàçàëî, ÷òî â ñîñòàâå èññëåäîâàí-
íûõ âîä ïðèñóòñòâóþò ìèêðîîðãàíèçìû, ñïîñîáíûå
èñïîëüçîâàòü óãëåâîäîðîäû â êà÷åñòâå åäèíñòâåííî-
ãî èñòî÷íèêà óãëåðîäà è ýíåðãèè (ÓÎÁ). Ýòî ïðåä-
ñòàâèòåëè ðîäîâ Acinetobacter, Bacillus, Corynebac-
terium, Pseudomonas, Xantomonas, à òàêæå àêòèíîáàê-
òåðèè ðîäîâ Mycobacterium, Nocardia, Rhodococcus è
äðîææè. Â öåëîì äîëÿ ÓÎÁ â ñîñòàâå ìèêðîáîöå-
íîçîâ ñîñòàâèëà 20 è 23% íà ãëóáèíàõ 1900 è 3200 ì
ñîîòâåòñòâåííî, èç íèõ áîëåå 17% ïðåäñòàâëåíû àê-
òèíîáàêòåðèÿìè. Ñðåäè ïîñëåäíèõ ñëåäóåò âûäåëèòü
ðîä Rhodococcus, íà äîëþ êîòîðîãî ïðèõîäèëîñü
43—51%. Ïðåäñòàâèòåëè ýòîãî ðîäà, ïî äàííûì ìíî-
ãèõ àâòîðîâ, õàðàêòåðèçóþòñÿ âûñîêèì óðîâíåì àäàï-
òàöèè ê ýêñòðåìàëüíûì óñëîâèÿì ñóùåñòâîâàíèÿ è
èñïîëüçîâàíèþ â êà÷åñòâå èñòî÷íèêîâ óãëåðîäà è ýíåð-
ãèè êàê âûñøèõ ãàçîîáðàçíûõ ãîìîëîãîâ ìåòàíà, òàê
è æèäêèõ í-àëêàíîâ [12, 13]. Â ðåçóëüòàòå ïîñåâîâ
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Òàáëèöà 1

Îñíîâíûå ôèçèêî-õèìè÷åñêèå ïàðàìåòðû ïîäçåìíûõ âîä ÂÃÑ

Ãëóáèíà,
ì

t°,
C

pH
Ìèíåðà-
ëèçàöèÿ,

ã/ë

Îñíîâíîé èîííûé ñîñòàâ, ã/ë*
� ÓÂÃ,
îá. %

ÐÎÂ,
ìã/ëÑà2+ Mg2+ Na+ + Ê+ HCO3

−
Cl– SO4

2−

1900 32 7,8
8,0

129
188

42,57
61,32

0,06
0,12

4,21
6,86

0,17
0,11

80,99
118,79

1,22
0,78

0,07
0,03

11,4
—

3200 60 7,8
6,7

115
187

36,89
59,32

0,10
0,12

5,01
8,67

0,22
0,10

72,20
117,97

1,39
0,90

0,04
0,03

9,7
—

Ïðèìå÷àíèå. *×èñëèòåëü — óðîâåíü 1995 ã, çíàìåíàòåëü — óðîâåíü 2000 ã; — — íåò äàííûõ; ÓÂÃ —
óãëåâîäîðîäíûå ãàçû; ÐÎÂ — ðàñòâîðåííîå îðãàíè÷åñêîå âåùåñòâî.

Òàáëèöà 2

×èñëåííîñòü ìèêðîîðãàíèçìîâ,
ñïîñîáíûõ èñïîëüçîâàòü óãëåâîäîðîäû, êë/ìë

Ãëóáèíà,
ì

Ò, °C
Âàðèàíò
ïîñåâà*

Ñðåäà äëÿ ÓÎÁ, ñîäåðæàùàÿ â êà÷å-
ñòâå èñòî÷íèêà óãëåðîäà è ýíåðãèè:

íåôòü ãåêñàäåêàí ïðîïàí:áóòàí

1900 32 Â-1 102 101 +

Â-2 101 101 +

3200 60 Â-1 103 100 0

Â-2 102 101 0

Ïðèìå÷àíèå. *Â-1 — óðîâåíü ìèíåðàëèçàöèè 2000 ã; Â-2 —
óðîâåíü ìèíåðàëèçàöèè 1995 ã.



ïðîá âîä íà ïèòàòåëüíûå ñðåäû íà âñåõ èññëåäî-
âàííûõ ãëóáèíàõ áûëè îáíàðóæåíû æèçíåñïîñîáíûå
ÓÎÁ (òàáë. 2).

Ñðåäè íèõ ïðåîáëàäàëè ìèêðîîðãàíèçìû, èñïîëü-
çîâàâøèå æèäêèå óãëåâîäîðîäû, ãàçîòðîôíûå ÓÎÁ
áûëè îáíàðóæåíû òîëüêî íà ãëóáèíå 1900 ì â íåçíà-
÷èòåëüíîì êîëè÷åñòâå. ×èñëåííîñòü òåðìîôèëüíûõ
ÓÎÁ áûëà íà îäèí—äâà ïîðÿäêà âûøå ïî ñðàâíå-
íèþ ñ ìåçîôèëüíûìè, ïðè÷åì ìàêñèìàëüíîå èõ êî-
ëè÷åñòâî (äî 1000 êë/ìë) îòìå÷åíî íà âûñîêîìèíå-
ðàëèçîâàííîé ñðåäå (Â-1). Ýòî óêàçûâàåò íà òî, ÷òî
äàííàÿ ãðóïïà ÿâëÿåòñÿ àáîðèãåííîé â ñîñòàâå ìèê-
ðîáîöåíîçà ïîäçåìíûõ âîä.

Ïðè âûäåëåíèè îáíàðóæåííûõ ÓÎÁ â ÷èñòûå
êóëüòóðû áûëà èçîëèðîâàíà àññîöèàöèÿ óãëåâîäîðî-
äîêèñëÿþùèõ ìèêðîîðãàíèçìîâ ñ ãëóáèíû 1900 ì,
ñïîñîáíûõ èñïîëüçîâàòü ãàçîîáðàçíûå àëêàíû (ïðî-
ïàí:áóòàí) â êà÷åñòâå åäèíñòâåííîãî èñòî÷íèêà óãëå-
ðîäà è ýíåðãèè. Ïîëó÷åííûé èçîëÿò â õîäå ïîñëåäó-

þùèõ ïåðåñåâîâ áûë ðàçäåëåí íà íåñêîëüêî øòàììîâ
(ÃÌÂ-1, ÊÒÁ-2, ÊÒÁ-4, ÊÁ-1). Òðè èç íèõ ïî õå-
ìîäèàãíîñòèêå è ïî ðÿäó ìîðôîëîãè÷åñêèõ è áèî-
õèìè÷åñêèõ ïðèçíàêîâ áûëè îòíåñåíû: 1) ÃÌÂ-1 —
ê áàçèäèîìèöåòíûì äðîææàì Rhodotorula rubra (k =
= 0,604), 2) ÊÒÁ-2 — ê âèäó Bacillus pumilus (k =
= 0,579), 3) ÊÒÁ-4 — ê âèäó Bacillus subtilis (k = 0,412).
Øòàìì ÊÁ-1 ïî ñîâîêóïíîñòè ìîðôîëîãè÷åñêèõ è
áèîõèìè÷åñêèõ ïðèçíàêîâ áûë îòíåñåí ê ðîäó Rhodo-
coccus. Ðåçóëüòàòû ïî âèäîâîé èäåíòèôèêàöèè êóëü-
òóð ñîãëàñóþòñÿ ñ äàííûìè ÃÕ-ÌÑ-àíàëèçà ìèêðî-
áíîãî ñîîáùåñòâà ïîäçåìíûõ âîä ñ äàííîé ãëóáèíû,
êîòîðûé òàêæå ïîêàçàë ïðèñóòñòâèå â íèõ ìàðêå-
ðîâ áàöèëë, ðîäîêîêêîâ è ìèêðîñêîïè÷åñêèõ ãðèáîâ.
Â ïðîöåññå èçó÷åíèÿ ñâîéñòâ ÷èñòûõ êóëüòóð áûëî
óñòàíîâëåíî, ÷òî øòàììû Rhodococcus sp. ÊÁ-1 è
Rhodotorula rubra ÃÌÂ-1 âíå àññîöèàöèè îáëàäàëè
íèçêîé æèçíåñïîñîáíîñòüþ è â ÷èñòûõ êóëüòóðàõ
ïîñòåïåííî òåðÿëè ñïîñîáíîñòü ê ðîñòó è ïåðåñåâó.
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Òàáëèöà 3

Íåêîòîðûå ôèçèîëîãî-áèîõèìè÷åñêèå ñâîéñòâà âûäåëåííûõ êóëüòóð

Òåñò

Øòàìì

Bacillus pumilus

ÊÒÁ-2
Bacillus subtilis

ÊÒÁ-4
Rhodococcus sp.

ÊÁ-1
Rhodotorula rubra

ÃÌÂ-1

Ïîòðåáëåíèå:

Ãëþêîçû + + + +

Ñàõàðîçû + + — +

Ìàëüòîçû + + + +

Ëàêòîçû + + — 529

Ìàííèòîëà + + + —

Ïðîïàí:áóòàíà + + + +

Ãåêñàäåêàíà + + + +

Íåôòè + + + +

Ãèäðîëèç:

Æåëàòèíà + + í/î —

Ìî÷åâèíû + + — +

Êàçåèíà — — í/î í/î

Êðàõìàëà — + — í/î

Îáðàçîâàíèå êðàõìàëà í/î í/î í/î —

Ðîñò íà ÌÏÀ + + + í/î

Ñáðàæèâàíèå ñàõàðîçû äî êèñëîòû + — í/î —

Ðåàêöèÿ Âîãåñ—Ïðîñêàóýðà + + í/î í/î

Îòíîøåíèå ê Î2 ÔÀ ÎÀ ÎÀ À

Âîññòàíîâëåíèå íèòðàòîâ + + í/î í/î

Íàëè÷èå êàòàëàçû + + í/î í/î

Îáðàçîâàíèå ïñåâäîìèöåëèÿ í/î í/î í/î +

T, °Ñ: 20—37 20—37 28 20—60

Ïðèìå÷àíèå. ÔÀ — ôàêóëüòàòèâíûé àíàýðîá; ÎÀ — îáëèãàòíûé àýðîá; À — àýðîôèë; í/î — íå îïðå-
äåëÿëè; T, °Ñ — òåìïåðàòóðà.



Âèäèìî, in situ ìåæäó íèìè ñóùåñòâóþò òåñíûå ñèí-
òðîôíûå âçàèìîîòíîøåíèÿ, ÷åãî íåâîçìîæíî äîñòè÷ü
â ëàáîðàòîðíûõ óñëîâèÿõ ïðè ðàçäåëüíîì êóëüòèâè-
ðîâàíèè. Øòàììû Bacillus pumilus ÊÒÁ-2 è Bacillus
subtilis ÊÒÁ-4 îêàçàëèñü æèçíåñïîñîáíûìè è ñîõðà-
íÿëèñü â ÷èñòûõ êóëüòóðàõ. Â öåëîì ïî ðåçóëüòàòàì
âûäåëåíèÿ ÷èñòûõ êóëüòóð ìîæíî ñêàçàòü, ÷òî îáíà-
ðóæåíèå íåêóëüòèâèðóåìûõ â ëàáîðàòîðíûõ óñëîâèÿõ
øòàììîâ ñâèäåòåëüñòâóåò îá óíèêàëüíîñòè ìèêðîá-
íûõ ñîîáùåñòâ ïîäçåìíûõ âîä.

Ó âûäåëåííûõ êóëüòóð áûëè èçó÷åíû íåîáõîäè-
ìûå äëÿ èäåíòèôèêàöèè ôèçèîëîãî-áèîõèìè÷åñêèå
ñâîéñòâà (òàáë. 3). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî âñå øòàììû
ìîãëè èñïîëüçîâàòü êàê ãàçîîáðàçíûå, òàê è æèäêèå
óãëåâîäîðîäû, à òàêæå äðóãèå èñòî÷íèêè óãëåðîäà è
ýíåðãèè (áåëêè, ñàõàðà, ñïèðòû).

Ñ ó÷åòîì ïåðñïåêòèâ èñïîëüçîâàíèÿ âûäåëåííûõ
øòàììîâ â öåëÿõ áèîðåìåäèàöèè íåîáõîäèìî âûÿñ-
íèòü èõ ñïîñîáíîñòü àêòèâíî ôóíêöèîíèðîâàòü â óñëî-
âèÿõ âûñîêîé ìèíåðàëèçàöèè ñðåäû, êîòîðàÿ ìîæåò
ñîçäàâàòüñÿ ïðè êîìïëåêñíîì çàãðÿçíåíèè òåððèòî-
ðèé, à òàêæå â ïðèñóòñòâèè êèñëîðîäà, òàê êàê äëÿ
îêèñëåíèÿ óãëåâîäîðîäîâ òðåáóåòñÿ àýðàöèÿ ñðåäû.

Ñïîñîáíîñòü ê ðîñòó â óñëîâèÿõ âûñîêîé ìèíå-
ðàëèçàöèè èññëåäîâàëè ó ôàêóëüòàòèâíî àíàýðîáíî-
ãî øòàììà Bacillus pumilus ÊÒÁ-2 â ïåðèîäè÷åñêîé
êóëüòóðå. Óñòàíîâëåíî, ÷òî íà íåìèíåðàëèçîâàííîé
ïèòàòåëüíîé ñðåäå (áåç äîáàâëåíèÿ õëîðèäà êàëüöèÿ)
ñêîðîñòü ðîñòà êóëüòóðû â óñëîâèÿõ àýðàöèè áûëà
â 4 ðàçà âûøå, ÷åì áåç àýðàöèè (ðèñóíîê). Ïðè óâå-
ëè÷åíèè ìèíåðàëèçàöèè äî 50 è 100 ã/ë óäåëüíàÿ
ñêîðîñòü ðîñòà êóëüòóðû ñíèæàëàñü ïî ñðàâíåíèþ ñ
íåìèíåðàëèçîâàííîé ñðåäîé ïðèìåðíî â 5 ðàç â óñëî-
âèÿõ àýðàöèè è â 2 ðàçà â ìèêðîàýðîáíûõ óñëîâèÿõ.
Ïðè âûñîêîé ñòåïåíè àýðàöèè ñðåäû êóëüòóðà òàêæå
ðîñëà èíòåíñèâíåå, ñêîðîñòü ðîñòà áûëà ïðèìåðíî
â 1,5 ðàçà âûøå. Ñ ïîñëåäóþùèì óâåëè÷åíèåì ìèíå-
ðàëèçàöèè äî 150 è 200 ã/ë óäåëüíàÿ ñêîðîñòü ðîñòà
âîçðàñòàëà êàê ïðè àýðàöèè, òàê è áåç íåå, äîñòèãíóâ

íàèáîëüøåãî çíà÷åíèÿ 1,95 ÷–1 ïðè ìèíåðàëèçàöèè
200 ã/ë. Îäíàêî ìàêñèìàëüíûå çíà÷åíèÿ îïòè÷åñêîé
ïëîòíîñòè êóëüòóðû, êîòîðàÿ ïðîïîðöèîíàëüíà êîëè-
÷åñòâó êëåòîê, à òàêæå ïðîäîëæèòåëüíîñòü åå ðîñòà
ïðè òàêîé âûñîêîé ìèíåðàëèçàöèè áûëè â 2 è áîëåå
ðàç íèæå, ÷åì â íèçêî- è íåìèíåðàëèçîâàííûõ ñðå-
äàõ. Êðîìå òîãî, ïðîèñõîäèëî èçìåëü÷àíèå êëåòîê è
èçìåíåíèå èõ ìîðôîëîãèè. Ýòî óêàçûâàåò íà íåáëà-
ãîïðèÿòíûå óñëîâèÿ äëÿ ðîñòà êóëüòóðû â óñëîâèÿõ
âûñîêîé ìèíåðàëèçàöèè. Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî çà-
êëþ÷èòü, ÷òî øòàìì Bacillus pumilus ÊÒÁ-2 ÿâëÿåòñÿ
ãàëîòîëåðàíòíûì, íàèáîëåå áëàãîïðèÿòíûé äèàïàçîí
ðîñòà — äî 10% ñîëåé, ïðèñóòñòâèå êèñëîðîäà ñòèìó-
ëèðóåò ðîñò êëåòîê. Âåðîÿòíåå âñåãî, â óñëîâèÿõ ïðè-
ðîäíîãî áèîòîïà ïðè ìèíåðàëèçàöèè âîä äî 188 ã/ë
è íåäîñòàòêå êèñëîðîäà áàêòåðèè íàõîäÿòñÿ â íåàê-
òèâíîì ñîñòîÿíèè.

Ïîëó÷åííûå äàííûå ñîãëàñóþòñÿ ñ ñóùåñòâóþùè-
ìè ïðåäñòàâëåíèÿìè î òîì, ÷òî ðåàëüíàÿ ñêîðîñòü
ìåòàáîëèçìà ìèêðîîðãàíèçìîâ â ãëóáîêèõ ãîðèçîí-
òàõ ÷ðåçâû÷àéíî íèçêà [14], ôóíêöèîíèðîâàíèå ìèê-
ðîáèîòû íàïðàâëåíî ñêîðåå íà ñîõðàíåíèå è ïîääåð-
æàíèå, ÷åì íà ðîñò ìèêðîáíîé ïîïóëÿöèè. Íà ýòî
óêàçûâàþò è ðåçóëüòàòû ÃÕ-ÌÑ-àíàëèçà ìèêðîáíî-
ãî ñîîáùåñòâà èçó÷åííûõ ïîäçåìíûõ âîä, ïî äàííûì
êîòîðîãî çíà÷èòåëüíóþ ÷àñòü ïîäçåìíîãî ìèêðîáîöå-
íîçà ñîñòàâëÿþò ñïîðîîáðàçóþùèå âèäû [5]. Ýòî ìî-
æåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î òîì, ÷òî ñóùåñòâåííàÿ äîëÿ
ãåòåðîòðîôíûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ íàõîäèòñÿ â ïîä-
çåìíîé âûñîêîìèíåðàëèçîâàííîé ñðåäå ñ ëèìèòè-
ðîâàííûì ñîäåðæàíèåì êèñëîðîäà â ñîñòîÿíèè ïå-
ðåæèâàíèÿ íåáëàãîïðèÿòíûõ óñëîâèé, ñîñòàâëÿÿ òàê
íàçûâàåìûé ìèêðîáíûé ïóë. Îäíàêî, êàê ïîêàçàëè
èññëåäîâàíèÿ îñîáåííîñòåé ðîñòà øòàììà Bacillus pu-
milus ÊÒÁ-2, îíè ñïîñîáíû àêòèâèçèðîâàòüñÿ ïðè èç-
ìåíåíèè ýêîëîãè÷åñêîé îáñòàíîâêè (ñíèæåíèå ìèíå-
ðàëèçàöèè, ïîâûøåíèå ïàðöèàëüíîãî äàâëåíèÿ êèñ-
ëîðîäà), ÷òî ïîäòâåðæäàåò ìíåíèå î çíà÷èòåëüíûõ
ïîòåíöèàëüíûõ ìåòàáîëè÷åñêèõ âîçìîæíîñòÿõ áàê-
òåðèé èç ãëóáîêî çàëåãàþùèõ ýêñòðåìàëüíûõ ìåñòî-
îáèòàíèé [15].

Òàêèì îáðàçîì, ñ ïîìîùüþ ñîâðåìåííûõ ìîëåêó-
ëÿðíûõ è òðàäèöèîííûõ ìèêðîáèîëîãè÷åñêèõ ìåòîäîâ
èññëåäîâàíèÿ óäàëîñü íå òîëüêî óñòàíîâèòü ïðèñóò-
ñòâèå æèçíåñïîñîáíûõ ÓÎÁ â ïîäçåìíûõ âîäàõ ÂÃÑ
ñ ãëóáèí 1900 è 3200 ì, íî è âûäåëèòü è èäåíòèôè-
öèðîâàòü ðÿä ÷èñòûõ êóëüòóð, ñïîñîáíûõ ðàñòè íà ëà-
áîðàòîðíûõ ïèòàòåëüíûõ ñðåäàõ. Ýòî ïîçâîëÿåò èçó-
÷àòü ðîñòîâûå õàðàêòåðèñòèêè âûäåëåííûõ øòàììîâ
ÓÎÁ ïðè âàðüèðîâàíèè óñëîâèé âûðàùèâàíèÿ (ìèíå-
ðàëèçàöèÿ, àýðàöèÿ è ò.ï.), ïðèáëèæàÿ èõ ê óñëîâèÿì
ïðèðîäíîé ñðåäû. Ó÷èòûâàÿ âîçìîæíîñòü èñïîëüçî-
âàíèÿ âûäåëåííûõ øòàììîâ äëÿ î÷èñòêè íåôòåçàã-
ðÿçíåííûõ òåððèòîðèé â óñëîâèÿõ çàñîëåíèÿ, ýêñïå-
ðèìåíòàëüíûå èññëåäîâàíèÿ â äàëüíåéøåì äîëæíû
áûòü íàïðàâëåíû íà èçó÷åíèå ñïîñîáíîñòè ïîëó÷åí-
íûõ êóëüòóð ê îêèñëåíèþ óãëåâîäîðîäîâ ïðè ðàçëè÷-
íîé ìèíåðàëèçàöèè ñðåäû.
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Èçìåíåíèå ñðåäíåé óäåëüíîé ñêîðîñòè ðîñòà øòàììà Bacillus pu-

milus ÊÒÁ-2 â çàâèñèìîñòè îò ìèíåðàëèçàöèè è àýðàöèè ñðåäû:
1 — ñ àýðàöèåé, 2 — áåç àýðàöèè



ÑÏÈÑÎÊ ËÈÒÅÐÀÒÓÐÛ

1. Íàçèíà Ò.Í., Ñîêîëîâà Ä.Ø., Ãðèãîðüÿí À.À.,
Ñþý ß.Ô., Áåëÿåâ Ñ.Ñ., Èâàíîâ Ì.Â. Îáðàçîâàíèå íåôòå-
âûòåñíÿþùèõ ñîåäèíåíèé ìèêðîîðãàíèçìàìè èç íåôòÿíî-
ãî ìåñòîðîæäåíèÿ Äàöèí (ÊÍÐ) // Ìèêðîáèîëîãèÿ. 2003.
Ò. 72. ¹ 2. Ñ. 206—211.

2. Íàçèíà Ò.Í., Èâàíîâà À.Å., Èâîéëîâ Â.Ñ., Êàíäàó-
ðîâà Ã.Ô., Èáàòóëëèí P.P., Áåëÿåâ Ñ.Ñ., Èâàíîâ Ì.Â. Ìèê-
ðîáèîëîãè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ïëàñòîâîé âîäû Ðîìàøêèí-
ñêîãî íåôòÿíîãî ìåñòîðîæäåíèÿ â ïðîöåññå èñïûòàíèÿ
áèîòåõíîëîãèè ïîâûøåíèÿ íåôòåîòäà÷è // Ìèêðîáèîëî-
ãèÿ. 1999. Ò. 68. ¹ 2. Ñ. 214—221.

3. Âîðîíöîâ À.Ê., Ðàáèíîâè÷ Þ.È. Õèìè÷åñêèé ñîñòàâ
è ãàçû ïîäçåìíûõ âîä öåíòðàëüíîãî ïîäíÿòèÿ Ïó÷åæ-Êà-
òóíêñêîé àñòðîáëåìû ïî ðåçóëüòàòàì áóðåíèÿ Âîðîòèëîâ-
ñêîé ñêâàæèíû // Ðàçâåäêà è îõðàíà íåäð. 1996. ¹ 7.
Ñ. 19—23.

4. Êîíäàêîâà Ã.Â., Âåðõîâöåâà Í.Â., Îñèïîâ Ã.À. Áàê-
òåðèàëüíûå ïðîöåññû öèêëîâ óãëåðîäà è àçîòà â ãëóáèí-
íûõ âîäàõ ëèòîñôåðû // Âåñòí. Ìîñê. óí-òà. Ñåð. 16. Áèî-
ëîãèÿ. 2002. ¹ 4. Ñ. 26—33.

5. Êîíäàêîâà Ã.Â., Âåðõîâöåâà Í.Â., Îñèïîâ Ã.À. Èçó-
÷åíèå ìèêðîáíîãî ðàçíîîáðàçèÿ ïîäçåìíûõ âîä ïðè ìî-
íèòîðèíãå ãëóáîêèõ ãîðèçîíòîâ çåìíîé êîðû // Âåñòíèê
Ìîñê. óí-òà. Ñåð. 16. Áèîëîãèÿ. 2007. ¹ 2. Ñ. 23—29.

6. Îñèïîâ Ã.À. Ñïîñîá îïðåäåëåíèÿ ðîäîâîãî (âèäî-
âîãî) ñîñòàâà àññîöèàöèè ìèêðîîðãàíèçìîâ. Ïàòåíò ÐÔ
¹ 2086642. Ñ12N 1/00, 1/20, C12Q 1/4. Ïðèîðèòåò îò
24 äåê. 1993.

7. Âåðõîâöåâà Í.Â., Îñèïîâ Ã.À. Ìåòîä ãàçîâîé õðî-
ìàòîãðàôèè — ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè â èçó÷åíèè ìèêðîá-

íûõ ñîîáùåñòâ ïî÷â àãðîöåíîçà // Ïðîáëåìû àãðîõèìèè
è ýêîëîãèè. 2008. ¹ 1. Ñ. 51—54.

8. Âåðõîâöåâà Í.Â., Êîíäàêîâà Ã.Â. Ìèêðîáèîëîãè-
÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ïîðîä è ïîäçåìíûõ âîä // Ñâåðõãëó-
áîêîå áóðåíèå Ïó÷åæ-Êàòóíêñêîé èìïàêòíîé ñòðóêòóðû.
ÑÏá: ÂÑÅÃÅÈ, 1999. Ñ. 176—186.

9. Êóçíåöîâ Ñ.È., Äóáèíèíà Ã.À. Ìåòîäû èçó÷åíèÿ
âîäíûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ. Ì.: Íàóêà, 1989. 286 ñ.

10. Ìåòîäû ïî÷âåííîé ìèêðîáèîëîãèè è áèîõèìèè /
Ïîä ðåä. Ä.Ã. Çâÿãèíöåâà. Ì.: Èçä-âî Ìîñê. óí-òà, 1991.
304 ñ.

11. Ïàíèêîâ Í.Ñ. Êèíåòèêà ðîñòà ìèêðîîðãàíèçìîâ.
Ì.: Íàóêà, 1991. 300 ñ.

12. Èâøèíà È.Á. Àëêàíîòðîôíûå ðîäîêîêêè: áèîðàç-
íîîáðàçèå, äåòåêöèÿ è âèäîâàÿ äèôôåðåíöèàöèÿ // Ìèê-
ðîáíîå ðàçíîîáðàçèå: ñîñòîÿíèå, ñòðàòåãèÿ ñîõðàíåíèÿ, ýêî-
ëîãè÷åñêèå ïðîáëåìû: Ìàò-ëû Ìåæäóíàð. êîíô., Ïåðìü.
8—11 îêò. 1996. Èí-ò ýêîëîãèè è ãåíåòèêè ìèêðîîðãàíèç-
ìîâ ÓðÎ ÐÀÍ. Ïåðìü, 1996. Ñ. 37.

13. Balkwill D.L., Boone D.R. Identify and diversity of
microorganisms cultured from subsurface environments. The mic-
robiology of the terrestrial deep subsurface. New York: Lewis
publishers, 1997. P. 105—117.

14. Îáîðèí À.À., Ðóáèíøòåéí Ë.Ì., Õìóð÷èê Â.Ò., ×ó-
ðèëîâà Í.Ñ. Êîíöåïöèÿ îðãàíèçîâàííîñòè ïîäçåìíîé áèî-
ñôåðû. Åêàòåðèíáóðã: ÓðÎ ÐÀÍ, 2004. 148 ñ.

15. Phels T.J., Murphy E.M., Pfiffner S.M., White D.C.
Comparison between geochemical and biological estimates of
subsurface microbial activities // Microb. Ecol. 1994. Vol. 28.
P. 335—349.

Ïîñòóïèëà â ðåäàêöèþ
03.10.11

STUDIES OF THE HYDROCARBON-OXIDIZING MICROORGANISMS
IN DEEP UNDERGROUND WATERS
OF THE PUCHEZH-KATUNKI IMPACT STRUCTURE

G.V. Kondakova, N.V. Verkhovtseva, S.A. Ostroumov

The presence of viable hydrocarbon-oxidizing microorganisms in the underground waters opened
with the Vorotilovskya deep well (Puchezh-Katunki astroblem, at the distance of 75 km from Nizhny
Novgorod, at the depth of 1900 and 3200 m) with the use of a method of the chromato-mass spect-
rometer analysis of the cellular wall specific biomarkers of microorganisms and classical bacteriologi-
cal methods is established. Some species of microorganisms have been isolated in pure culture and
identified. Two species of bacilli Bacillus pumilus KTB-2 and Bacillus subtilis KTB-4 remained
in pure cultures at reinoculation. Influence of the medium mineralization and the degree of its aera-
tion on the growth characteristics of Bacillus pumilus ÊÒÂ-2 in the periodic culture is studied.

Key words: deep underground waters, hydrocarbon-oxidizing microorganisms, Bacillus pumilus,
high mineralization of medium, kinetic parameters of growth of microorganisms.
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