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Очистка нефтезагрязненных территорий с применением углеводородокисляющих микроорганизмов

В настоящее время устойчивое  развитие экономики любой страны мира, в частности, Казахстана зависит от ресурсного и, прежде всего, нефтяного потенциала. Наращивание темпов нефтедобычи, открытие  новых месторождений и выдвижение правительством Республики Казахстан на ближайшие годы амбициозной задачи -  войти в число ведущих экспортеров углеводородов делают приоритетным исследования по разработке эффективных способов очистки окружающей среды в местах нефтедобычи [1, с. 68].

Загрязнение нефтью окружающей природы  происходит как за счет роста объемов добычи углеводородного сырья, так  и вследствие несоблюдения технических регламентов добычи, переработки и транспортировки. При этом, происходит комплексное загрязнение воздуха, воды и почвы, что приводит к формированию обширных нефтяных геоаномалий [2, с. 488].

При попадании в почву, углеводороды нефти, способны вызывать изменения ее физико-химических свойств, приводить к снижению функциональной активности микробиоты почвенных биоценозов.

Известны различные методы рекультивации почв от  нефтепродуктов (ландфарминг, адсорбция, компостирование, очистка в биореакторах), однако, полного восстановления биологической активности почв при этом не достигается. 

Показано, что одним из эффективных способов очистки почвы от нефтезагрязнения является биоремедиация, основанная на применении микроорганизмов, способных использовать углеводороды нефти в качестве источника энергии.  Но эффективность ее применения заметно выше в условиях повышенной влажности, где существуют благоприятные условия среды для жизнедеятельности специализированных групп микробов [3].

В Казахстане основными нефтедобывающими областями являются Атырауская, Западно-Казахстанская, Кызылординская, Актюбинская, Северная, а также Мангистауская, находящиеся в условиях выраженной аридности, что требует особых подходов к поиску и разработке высокоэффективных и экологически чистых способов очистки почв, загрязненных углеводородами нефти. В разработке таких подходов важную роль имеет химический состав добываемой нефти. Актуальность таких исследований в регионе, огромные территории которого в настоящее время выводятся из землепользования, ввиду высокой загрязненности высокопарафинистыми органическими токсикантами, очевидна.

Цель настоящего исследования – разработать экологические основы микробиологической очистки нефтезагрязненных территорий с применением углеводородокисляющих микроорганизмов. 

По литературным данным, А.Е. Филонов, К.В. Петриков, Т.В. Якшина и их коллеги из Тульского государственного университета осуществили подбор оптимальных параметров как раздельного культивирования нефтеокисляющих микроорганизмов, так и выращивания в смешанной культуре с сохранением наибольшей жизнеспособности клеток и активности ключевых ферментов деградации углеводородов нефти [4, с. 14].

В нашей работе были использованы два штамма активных психротрофных микроорганизмов — деструкторов углеводородов нефти из коллекции лаборатории Биотехнологии (г. Астана): Pseudomonas sp. 142NF(pNF142), содержащий плазмиду биодеградации полиароматических углеводородов pNF142, и Rhodococcus sp. S67.

Для получения чистой рабочей культуры отдельные колонии пересевали три раза подряд на чашки Петри с агаризованной средой в присутствии нафталина (для бактерий рода Pseudomonas) или дизельного топлива (ДТ) (для бактерий рода Rhodococcus). Условия создавались аэробные.
В качестве добавок использовали салицилат натрия или ДТ. Добавки вносили в экспоненциальной фазе роста.

Условия ферментации штамма Rhodococcus sp. S67 были сходными с условиями культивирования псевдомонад. Состав среды отличался по содержанию кислотного гидролизата казеина (5 г/л) и дрожжевого автолизата (100 мл/л), а также присутствием пептона (5 г/л).

Выращивание смешанной культуры Pseudomonas и Rhodococcus осуществляли в условиях культивирования, аналогичным условиям культивирования родококков. Посев микроорганизмов p. Pseudomonas производили через 12 ч после начала культивирования родококков, одновременно добавляли глюкозу. В конце экспоненциальной фазы роста в среду вносили дизельное топливо. Длительность совместной ферментации составляла 26 ч.

Культивирование штаммов-нефтедеструкторов Pseudomonas sp. 142NF(pNF142) и Rhodococcus sp. S67 проводили в периодическом режиме в ферментерах. В состав использованной питательной среды КГКДА входили: кислотный гидролизат казеина и дрожжевой автолизат.

Ферментацию штамма Pseudomonas sp. 142NF(pNF142) проводили с добавлением салицилата натрия, поскольку известно, что салицилат является индуктором ферментов деградации полиароматических углеводородов, входящих в состав тяжелых фракций нефти, а также ряда ферментов, обладающих достаточно широкой субстратной специфичностью, а, следовательно, способствует наиболее полной деградации компонентов нефти. 
В другом эксперименте для индукции ферментных систем деградации углеводородов в процессе культивирования было использовано ДТ в экспоненциальной фазе роста, после чего наблюдали кратковременный рост культуры, а затем его снижение (что можно наблюдать на рисунке 1). Для поддержания роста, в среду добавляли глюкозу. Ферментацию прекращали в фазе замедления роста культуры. 
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Рисунок 1 - Влияние салицилата, ДТ и глюкозы на кинетику роста штамма Pseudomonas sp. 142NF (pNF142) (данные двух ферментации): 1 — ферментация с салицилатом; 2 — ферментация с ДТ

Штаммы-деструкторы родов Pseudomonas и Rhodococcus значительно различаются по удельной скорости роста, поэтому для получения близких значений количества клеток разных штаммов в смешанной культуре необходимо вносить посевной материал более быстро растущей культуры псевдомонад после инокуляции родококков. В результате подбора времени инокуляции посевной культуры псевдомонад при проведении совместной ферментации указанных микроорганизмов посев штамма Pseudomonas sp. 142NF производили через 12 ч после начала культивирования штамма Rhodococcus sp. S67.

Как видно из графиков на рисунке 2, время посева псевдомонад совпало с началом экспоненциальной фазы роста родококков. 
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Рисунок 2 - Кинетика роста штаммов Pseudomonas sp. 142NF (pNF142) (1) и Rhodococcus sp. S67 (2) в смешанной культуре

Следует отметить синхронность достижения стационарной фазы роста обеими культурами; при этом значения численности микроорганизмов обоих штаммов близки,данные об этом приведены в таблице 1.

Таблица 1 - Ферментация штамма Pseudomonas sp. 142NF(pNF142)

	Ферментация
	Максимальная численность

микроорганизмов, КОЕ/мл
	Время культивирования, ч
	Максимальная удельная скорость роста д, ч (час роста)
	Выход сырой биомассы, г КС
	Численность микроорганизмов в КС, КОЕ/мл

	Pseudomonas (с салицилатом)
	6,7-109
	14
	1,99 (10-й)
	160
	4,2-10'°

	Pseudomonas (сДТ)
	2,1-Ю9
	23
	1,76 (10-й)
	136
	1, 8-10'°

	Rhodococcus
	4,9-1010
	24
	0,65 (18-й)
	200
	1,3-1012

	Совместная
	Р.-4,3-108 Rh- 6,3-108
	26
	Р.-0,54 (7-й) /8й.-0,44 (15-й)
	208
	Р.-3,4-10'° Rh- 3,8-10'°


Как видно из данных таблицы 1, по основным показателям совместная ферментация лишь незначительно уступает раздельному культивированию псевдомонад и родококков, а ее преимущества очевидны: число большинства необходимых технологических операций сокращается почти в два раза. Кроме того, соотношение, равное 1:1, штаммов Pseudomonas sp. 142NF и Rhodococcus sp. S67 в КС можно априори считать эффективным, а их численность (3,4-1010 КОЕ/мл и 3,8-1010 КОЕ/мл, соответственно) достаточно высока для использования в составе жидкой формы биопрепарата.

Таким образом, в данной работе были подобраны условия культивирования, позволяющие получить биомассу микроорганизмов-нефтедеструкторов родов Pseudomonas и Rhodococcus с высокой численностью живых микроорганизмов, а также с сохранением активности ферментных систем биодеградации углеводородов нефти. Режим совместного культивирования был подобран таким образом, чтобы получать биомассу с равным соотношением численности штаммов Pseudomonas sp. 142NF(pNF142) и Rhodococcus sp. S67 при наименьшей длительности процесса ферментации.
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