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ВЫДЕЛЕНИЕ КУЛЬТУРЫ (ACHROMOBACTER SP.)
ДЕГРАДАТОРА ПАРАФИНА ИЗ ПОЧВЫ

Аннотация. Из аридных почв (Азершехр, Восточный Азербайджан, Иран) были изоли-
рованы и получены 10 чистых культур микроорганизмов. Из всех выделенных культур 
только штаммы F10 и E12, идентифицированные с помощью молекулярных тестов и по-
лимеразной цепной реакции (PCR, ПЦР) как Achromobacter sp., были способны разла-
гать жидкий парафин более чем на 90%. Основной промежуточный продукт разложения 
парафина был идентифицирован как уксусная кислота. Анализ микрофлоры различных 
почв показал возможность получения штаммов бактерий, которые в свою очередь мо-
гут быть использованы для получения с помощью методов генетической модификации 
микробных препаратов – перспективных для деградации органических соединений (по-
добно парафинам).
Ключевые слова: жидкие парафины, штаммы Achromobacter sp., полимеразная цепная 
реакция (PCR).
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 ISOLATION OF PARAFFIN-DEGRADER ACHROMOBACTER SP.
FROM AZARSHAR SOILS (EAST AZARBAYJAN, IRAN)

Abstract. Ten pure colonies of microorganisms were isolated and purified from arid soils of 
Azarshahr (East Azerbaijan, Iran). Of all the isolates, and only strains F10 and E12, identified by 
molecular tests and polymerase chain reaction (PCR) as Achromobacter sp., could degrade liq-
uid paraffin by more than 90%. The primary intermediate product of decomposed paraffin was 
identified as acetic acid. Analysis of various soil microflora showed the possibility of obtaining 
strains of bacteria, which in turn can be used to produce microbial preparations, promising for 
the degradation of organic compounds (like paraffin), by the methods of genetic modification.
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Загрязнение окружающей среды 

нефтью и нефтепродуктами превы-

шает 10 млн.т в год [10]. Парафино-

вые соединения являются одними из 

компонентов сырой нефти. Они на-

ходятся в различной форме и соедине-

ниях в асфальтенах и алифатических 

углеводородах, создавая парафиновые 

комплексы. Парафинсодержащие сое-

динения легко вытекают при высокой 

температуре из нефтяных скважин, 

трубопроводов, при авариях нефте-

танкеров. Парафиновые вещества от-

лагаются при температуре около 300С 

внутри скважин и нефтепроводов 

и также относятся к загрязнителям 

окружающей среды. Как правило, 

методы контроля за парафиновыми 

отложениями дороги и трудны [2], в 

этой связи рекомендуются биологи-

ческий контроль [5]. Доказано, что 

микробиологическая обработка, осно-

ванная на использовании природных 

или специально выделенных бакте-

рий, является альтернативными путя-

ми для предотвращения их отложений 

и удаления [11]. В этой связи целью 

наших исследований является изоли-

рование парафиндеградирующих ми-

кроорганизмов из различных почв из 

провинции Восточного Азербайджана 

(Иран).

Материалы и методы

Отбор проб почв. Образцы почв 

отбирали из различных точек терри-

тории округа Азершехр (Восточный 

Азербайджан) (табл. 1). Отбор произ-

водили с горизонтов 0-30 см по 400 г 

почв, образцы помещали в пластико-

вые пакетики [1] и направляли в лабо-

раторию для исследований. 

Выделение штаммов микроорга-

низмов. С каждого образца почв го-

товили разведения 10-1 -10-6. Затем с 

каждого разведения отбирали 100 μl и 

переносили в чашку Петри с крахмал-

казеиновым агаром. Инкубирование 

проводили в течение недели при тем-

пературе 280С. Выросшие колонии пе-

реносили на среду глюкозо-солодового 

агара для очистки и получения изоли-

рованных колоний [3]. Очищенные 

штаммы содержали в холодильнике 

при температуре -700С. 

Оценка деградации жидкого па-

рафина изолированными штамма-

ми микроорганизмов. Каждый вы-

деленный штамм инокулировался в 

триптиказном соевом бульоне и ин-

кубировался при 280С до достижения 

мутности среды, равной 0,5 стандарта 

McFarland. Затем 0,5 мл среды, содер-

жащей бактерии, помещали в трубки 

Falcon, которая содержала 25 мл агар 

Muller Hinton и 1 мл жидкого парафи-

на. Трубки инкубировали на качалке 

при встряхивании 120 об/мин при тем-

пературе 280С в течение недели [7; 12]. 

Метод извлечения парафина из 

среды. С целью максимального вы-

деления парафина из среды изучены 

различные растворители – бензол, 

хлороформ, дихлорметан, гексан, то-

луол. Для этого готовили растворы 

жидкого парафина с концентрацией 

0,125-1,0% в указанных растворителях. 

Определяли спектральное поглощение 

каждого раствора в диапазоне 200-500 

nm в двухлучевом спектрофотометре 

Shimadzu UV 1700. Максимальный пик 

поглощения исследуемых растворов 

парафина в растворителях принимал-

ся как λ
max

, которая была использована 
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для оценки поглощения исследуемых 

образцов [7]. Экстракцию из трубок 

Фалконе остаточного парафина прово-

дили 5 мл гексана [3].

Определение степени деградации 

парафина выделенными культурами 

микроорганизмов. Степень деграда-

ции парафина определяли по формуле:

 × 100,

где: А
1
 – абсорбция парафина до де-

градации микроорганизмами, А
2
 – аб-

сорбция парафина в конце опыта [7].

Определение продуктов метабо-

лизма парафинов микроорганизма-

ми. Продукты метаболизма парафинов 

определяли с использованием газового 

хроматографа Shimadzu GC 2010. Ис-

пользовали колонку CPED1-M25-025; 

длина колонки 24,9 м; максимальная 

температура была 3250С (начальная 

температура была 800С), условия опре-

деления были следующие: время удер-

жания – 1 мин; скорость – 80С.

Метод экстракции ДНК из кле-

ток микроорганизмов. Культуры 

культивировали на среде SCA при 

температуре 280С в течение 3-7 дней. 

Затем бактериальная масса каждой из 

культур переносилась в микротруб-

ку объемом 1,5 мл, содержащей 500 μl 

лизисного буфера. Затем микротруб-

ка помещалась в жидкий азот, а затем 

в инкубатор при температуре 650С, 

этот процесс повторялся семь раз. За-

тем трубка центрифугировалась в те-

чение 10 минут при скорости 1300 об/

мин. Жидкую фазу супернатанта сме-

шивали с хлороформ-изоамиловым 

спиртом в соотношении 1:24 и затем 

центрифугировали в течение 10 ми-

нут при скорости 1300 об/мин. Затем 

в среду вносили холодный изопропа-

нол, выдерживали при температуре 

-200С в течение 2 часов и вновь по-

вторяли центрифугирование. После 

отделения супернатантной жидкости 

микротрубка промывалась раствором 

70%-го спирта. После выпаривания 

остаточного спирта из микротрубки 

экстрагированная ДНК смешивалась 

с 100 μl дистиллированной водой и со-

хранялась при температуре -200С. Все 

материалы и среды были получены из 

корпорации Sinagen co. (Иран).

Для амплификации 16Sr РНК ис-

пользовали универсальные праймеры 

из банка генов NCBI :

Pf 5’- AGAGTTTGATCCTGGCTCA-3’

PR 5’- AAGGAGGGTGATCCAGCCGC-3’

Использовалось программное обе-

спечение OLIGO.

Амплификацию проводили с ис-

пользованием 10 мкл буфера сульфа-

том магния, 3 мкл дНТФ (2,5 ммоль), 

1,5 мкл прямого и обратного прай-

меров, 2 мкл ДНК-матрицы, 0,5 мкл 

Taq ДНК-полимеразы, 10 мкл ДНК-

полимеразу Pfu (1ед/μl) и 22,5 мкл 

стерильной дистиллированной воды. 

Конечный объем составил 50 мкл. 

Температурно-временной профиль 

ПЦР был следующим: первый цикл – 

960С х 6 мин., 550С х 1 мин., 720С х 2 

мин., количество циклов -30. Все эти 

процессы были проведены в термоци-

клере (BIO RAD США). Анализ про-

дуктов ПЦР проводили при помощи 

электрофореза в 1,5% в агарозном геле 

и документировали с помощью систе-

мы BioDoc Analyze («Biometra», Герма-

ния), Выделение и очистку фрагментов 

проводили из легкоплавкой агарозы с 

использованием прибора Wizard PCR 

Preps фирмы «Promage» согласно реко-

мендациям производителя. Секвени-



55

ISSN 2072-8352 Вестник МГОУ. Серия «Естественные науки» 2014 / № 2

рование очищенных ПЦР-фрагментов 

проводили с использованием набора 

BigDye Trmination и 3.1 Cycle Sequenc-

ing Kit. Нуклеотидные последователь-

ности определяли на автоматическом 

секвенаторе DNA Analyzer 3730. Для 

секвенирования использовали те же 

праймеры, что и для проведения ПЦР.

Результаты

Из аридных почв Азаршахра были 

изолированы и получены 10 чистых 

культур. Степень деградации, оптиче-

ская плотность в первом и повторном 

опытах и места выделения культур 

показаны в табл.1. Оптические плот-

ности исходных растворов парафинов 

до экспериментов составляли соот-

ветственно 1,123 и 1,377. Только два 

штамма из десяти выделенных были 

способны полностью разлагать па-

рафины (табл.1). В табл. 2 показаны 

основные промежуточные продукты 

деградации. Из двух исследованных 

штаммов только штамм F10 образо-

вывал 1500 нуклеотидных связей, что 

позволило его идентифицировать как 

Achromobacter sp.

Результаты и обсуждение

Использование микроорганизмов в 

качестве инокулятов является одним 

из основных положительных факторов 

для очистки нефтезагрязненных почв, 

так как они: 1) способны разлагать 

углеводороды, 2) отличаются устой-

чивостью и адаптированы к окружаю-

щей среде, 3) способны конкурировать 

с эндогенными микроорганизмами, 4) 

большинство из них не патогенны. В 

Таблица 1 

Степень биодеградации парафина (в %) микроорганизмами,

выделенными из различных зон 

Культуры микроорганизмов Первый тест

ОП % биодеградации 

A4 1.005 39,16 

M53 0.89 46,12 

M51 0.834 49,51 

A2 0.551 66,64 

F24 0.652 60,53 

F10 0.153 90,73 

M67 0.76 53,99 

E12 0.118 92,85 

E20 1.065 35,53 

M11 0.928 43,81 

Прим.: ОП - оптическая плотность остаточного парафина после деградации ми-

кроорганизмами.
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этом направлении проведены много-

численные исследования, в основе ко-

торых – выделение из природных сред 

и исследование микроорганизмов. На-

пример, Каплан и др. выделили и из-

учили штаммы родов Flavobacterium и 

Pseudomonas, способных разлагать не-

фтяные углеводороды [8]. 

В работе Гуо и др. показано, что 

культура Pseudomonas aeruginosa раз-

лагала сырую нефть более чем на 58% 

с образованием биомассы микроорга-

низмов и рамнолипидов [6]. Исследо-

ваниями показано, что культура Ba-

cillus amyloliquefaciens разлагала около 

98,2% парафиновых соединений [9]. 

Хором и др. показали, что гетеротроф-

ная углеводородокисляющая бактерия 

способна разлагать 45-60% нормаль-

ных парафинов [4]. Исследования по-

казали, что только культура, относя-

щаяся к роду Achromobacter sp. была 

способна деградировать 86% жидкого 

парафина, одним из промежуточных 

продуктов разложения была уксусная 

кислота. Полученные данные свиде-

тельствуют о необходимости даль-

нейшего исследования парафинокис-

ляющих микроорганизмов с целью 

создания их консорциумов с перспек-

тивой использования для внесения в 

загрязненные почвы с целью очистки 

их от загрязнений.
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