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Изобретение относится к биотехнологии.
Состав для биоремедиации почвы, загрязненной
нефтьюинефтепродуктами, содержит ассоциацию
трех штаммов в виде смеси с содержанием

каждого компонента не менее 1*107 КОЕ/мл,
причем в качестве штаммов используют
Acinetobacter sp. ВКМ B-3202, Rhodococcus

erythropolis ВКМAc-858T, Pseudomonas alcaligenes

ВКМ B-1295 в виде смеси бактериальных
суспензий при следующих соотношениях, % по
объему:штаммAcinetobacter sp. ВКМB-3202 25%,

штамм Rhodococcus erythropolis ВКМAc-858T 25-
50%, штамм Pseudomonas alcaligenes ВКМ B-1295
50-25%. Изобретение позволяет разработать
состав для биоремедиации почв, загрязненных
нефтью и нефтепродуктами, с высокой степенью
очистки. 1 табл., 4 пр.
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(54) COMPOSITION FOR BIOREMEDIATION OF SOIL CONTAMINATEDWITH OIL AND PETROLEUM
PRODUCTS
(57) Abstract:

FIELD: biotechnology.
SUBSTANCE: composition for bioremediation of

soil contaminated with oil and petroleum products
contains an association of three strains in the form of a

mixture with each component containing at least 1*107

CFU/ml, and the following is used as the strains:
Acinetobacter sp. VKM B-3202, Rhodococcus

erythropolis VKMAc-858T, Pseudomonas alcaligenes
VKM B-1295 in the form of a mixture of bacterial

suspensions at the following ratios, % by volume: strain
Acinetobacter sp. VKM B-3202 25%, Rhodococcus

erythropolis strain VKM Ac-858T — 25–50%,
Pseudomonas alcaligenes strain VKM B-1295 —
50–25%.

EFFECT: invention makes it possible to develop a
composition for the bioremediation of soils
contaminated with oil and petroleum products with a
high degree of purification.

1 cl, 1 tbl, 4 ex
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Изобретение относится к области охраны окружающей среды и биотехнологии и
представляет собой ассоциацию микроорганизмов для очистки почв, загрязненных
нефтью и нефтепродуктами.

Известен биопрепарат «Родер» для очистки почв, почвогрунтов, пресных и
минерализованных вод от нефти и нефтепродуктов (Патент РФ № 2174496, опубл.:
10.10.2001) на основе бактерий рода Rhodococcus, дополнительно содержит R-формы
родококковштаммовRhodococcus ruber ВКМАс-1513ДиRhodococcus erythropolis ВКМ
Ас-1514Д, полученные путем селекции R-форм на обедненной питательной среде с
концентрацией NaCl 10,0 г/л для биорекультивации загрязненных углеводородами
объектов в условиях низкой минерализации или с концентрацией морской соли 30,0-
50,0 г/л для биорекультивации в условиях высокой минерализации.

Недостатками данного изобретения являются низкая эффективность разложения
нефти за одинлетний сезон до 65%, необходимость трехкратнойобработки загрязненных
участков в течение периода очистки, а также многоступенчатая технология получения
указанных штаммов.

Известен биопрепарат для очистки воды и почвыот нефти и нефтепродуктов (Патент
РФ№2191752, опубл.: 27.10.2002), включающий аэробные нефтеокисляющие бактерии
и воду, дополнительно содержит нефть, сахарозу и полиэтиленгликоль при следующем
соотношении компонентов: нефть – 0,5-1 мас.%, сахароза – 1-5 мас.%,
полиэтиленгликоль – 1-5 мас.%, вода – остальное, Mycobacterium flavescens ВКПМ В-
6000 в конечной концентрации неменее 1,2*107 кл/мл препарата,Mycobacterium sp.ИЖ
4 в конечной концентрации не менее 2,5*107 кл/мл препарата, Rhodococcus sp. 56д в
конечной концентрации не менее 2*107 кл/мл препарата, Acinetobacter sp. НВ-1 в
конечной концентрации не менее 5*107 кл/мл препарата.

Недостаткамиданного изобретения являютсямногокомпонентный состав препарата,
необходимость культивирования штаммов в ферментере, а также отсутствие
доказательной информации об эффективности очистки почв от нефти и нефтепродуктов.

Известен препарат для биодеградации нефтепродуктов и способ его получения
(Патент РФ № 2681831, опубл.: 12.03.2019), известный как биопрепарат «БИОМ»,
включающий ассоциацию бактерий Bacillus megaterium ВКПМ В-607, Bacillus subtilis
ВКПМ В-5328, Pseudomonas putida ВКПМ В-5624, Rhodococcus erythropolis ВКПМ AC-
1269, иммобилизованную на глауконитсодержащем носителе в количестве 107-1010 кл/
г. Для получения препарата осуществляют раздельное культивирование штаммов
бактерий, приготовлениемикробнойассоциации смешиваниемкультуральныхжидкостей
штаммов бактерий в соотношении 2:1:1:1, аэрозольное напыление смеси культуральных
жидкостей на глауконитсодержащий носитель при подаче подогретого до 40 °С воздуха
до достижения влажности в конечном биопрепарате 4%, причем используют фракцию
носителя со средним диаметром частиц 600 мкм, подвергнутую термообработке при
температуре 190 °С до остаточной влажности 4%.

Недостатками данного препарата является использование разных питательных сред
для культивирования штаммов, а также многостадийная технология подготовки
товарной формы биопрепарата, включающая термообработку.

Известен биопрепарат для очистки почвы и водыот нефти и нефтепродуктов (Патент
РФ № 2361686, опубл.: 20.07.2009), включающий аэробные нефтеокисляющие
микроорганизмы, минеральный питательный субстрат, нормальные парафины от С12
до C18 и твердый субстрат-носитель, отличающийся тем, что в качестве аэробных

Стр.: 3

RU 2 808 248 C1

5

10

15

20

25

30

35

40

45



нефтеокисляющихмикроорганизмов он содержит ассоциациюпредставителей 4-х родов
и 8 видов: Bacillus cereus, В. subtilis, Actinomyces griseus, Act. glaucus, Pseudomonas
fluorescens, Ps. mesentericus, Ps. denitrificans, Arthrobacter globiformis, выделенных из нефти
Советского месторождения Западной Сибири в концентрации 2,5*109 кл/г, в качестве
субстрата-носителя содержит сферозолу и дополнительно содержит глюкозу при
следующем соотношении компонентов, мас.%: минеральный питательный субстрат –
0,85-0,95; нормальныепарафиныC12-C18 – 0,6-0,7; глюкоза – 0,9-1,0; ассоциация аэробных
нефтеокисляющих микроорганизмов – 0,06-0,08; сферозола – до 100.

Недостатком данного изобретения является многокомпонентный состав
биопрепарата, включающий 8 различных видов бактерий и большое количество
вспомогательных веществ.

Известен микробный препарат для биоремедиации почвы, загрязненной нефтью и
нефтепродуктами (Патент РФ № 2705290, опубл.: 06.11.2019), принятый за прототип,
в качестве нефтеразрушающих микроорганизмов он содержит ассоциацию трех
штаммов: Rhodococcus erythropolis BKM Ас-2784D, Acinetobacter guillouiae B-3216D,
Acinetobacter guillouiae B-3217D в виде смеси их равных объемов с содержанием каждого
компонента не менее 1*107 КОЕ/мл, предварительно высушенных до влажности не
более 10%.

Недостаткомпредложенного препарата является ограниченность его использования
ввиду необходимости поддержания повышенной температуры 25 °С, не характерной
для большинства нефтезагрязненных территорий России, для снижения концентрации
нефти на 70% в течение 60 суток. Также недостатком изобретения является применение
трудоемкой операции по высушиванию в технологии получения препарата.

Техническим результатом является разработка состава для биоремедиации почв,
загрязненных нефтью и нефтепродуктами, с высокой степенью очистки.

Технический результат достигается тем, что в качестве штаммов используют
Acinetobacter sp. ВКМ B-3202, Rhodococcus erythropolis ВКМ Ac-858T, Pseudomonas
alcaligenes ВКМ B-1295 в виде смеси бактериальных суспензий при следующих
соотношениях, % по объему:

25штамм Acinetobacter sp. ВКМ B-3202

25-50штамм Rhodococcus erythropolis ВКМ Ac-858T

50-25штамм Pseudomonas alcaligenes ВКМ B-1295

Заявляемый состав для биоремедиации почвы, загрязненной нефтью и
нефтепродуктами, включаютв себя следующиештаммыввиде бактериальных суспензий,
% по объему:

- Штамм Acinetobacter sp. депонирован в коллекции ФБГУН ВКМ г. Пущино под
регистрационным номером ВКМ B-3202 – 25.

-ШтаммRhodococcus erythropolis депонирован в коллекцииФБГУНВКМг.Пущино
под регистрационным номером ВКМ Ac-858T – 25-50.

-Штамм Pseudomonas alcaligenes депонирован в коллекции ФБГУНВКМ г. Пущино
под регистрационным номером ВКМ B-1295 – 25-50.

Культивирование штаммов осуществлялось на твердой питательной среде ГМФ-
агар при температуре от 26 до 30 °C в течение не менее 48 часов. Бактериальные
суспензии получали методом смыва с поверхности питательных сред.

Концентрация клеток в полученных суспензиях определялась
спектрофотометрическимметодомпо калибровочным зависимостям количества клеток
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от оптической плотности для использованныхштаммов и составляла неменее 107 КОЕ/
мл суспензии.

Состав поясняется следующими примерами, а результаты экспериментов
представлены в таблице 1.

Пример 1.Суспензии трехштаммов вносили в нефтезагрязненнуюпочву, отобранную
врайонеж/д станцииТаммисуо,Ленинградская обл., г. Выборг. В контейнерыпомещали
по 200 г почвы, инокулировали бактериальными суспензиями с титром не менее
107 КОЕ/мл в пропорциях, согласно таблице 1, и тщательно перемешивали стерильным
шпателем. В качестве контроля использовалась загрязненная почва без внесения
бактериальных суспензий.

Пример 2. Суспензии трехштаммов вносили в почву, загрязненную в лабораторных
условиях посредством внесения сырой нефти (5 мас. %). В контейнеры помещали по
200 г почвы, инокулировали бактериальными суспензиями с титром не менее 107 КОЕ/
мл в пропорциях, согласно таблице 1, и тщательно перемешивали стерильнымшпателем.
В качестве контроля использовалась загрязненная почва без внесения бактериальных
суспензий.

Пример 3. Суспензии трехштаммов вносили в почву, загрязненную в лабораторных
условиях посредством внесения дизельного топлива (5 мас. %). В контейнерыпомещали
по 200 г почвы, инокулировали бактериальными суспензиями с титром не менее
107 КОЕ/мл в пропорциях, согласно таблице 1, и тщательно перемешивали стерильным
шпателем. В качестве контроля использовалась загрязненная почва без внесения
бактериальных суспензий.

Пример 4. Суспензии трехштаммов вносили в почву, загрязненную в лабораторных
условиях посредством внесения бензина (5 мас. %). В контейнеры помещали по 200 г
почвы, инокулировали бактериальными суспензиями с титром не менее 107 КОЕ/мл в
пропорциях, согласно таблице 1, и тщательно перемешивали стерильным шпателем. В
качестве контроля использовалась загрязненная почва без внесения бактериальных
суспензий.

Инкубирование почвы проводили в течение 60 суток при температуре от 18 до 22°C,
осуществляли поддержание естественной влажности почв от 40 до 60%.

Концентрация нефтепродуктов и нефти в образцах почвы определялась
флуориметрическим методом перед внесением составов, а также на протяжении 60
суток с временным интервалом не менее 14 суток.

Таблица 1 – Динамика концентрации нефтепродуктов и нефти в образцах почвы

Временной интервал от начала опыта, сут.Соотношение ВКМ B-
3202/

ВКМ Ac-858T/
ВКМ B-1295

Загрязнитель 60422814

Снижение концентрации, %

71,9750,8930,3913,2825%/25%/50%

Нефтепродукт с разли-
ва

61,4538,1024,2611,4025%/50%/25%
47,0120,680,000,0020%/40%/40%
65,2546,2825,1712,4220%/20%/60%
58,3035,2521,4210,1220%/60%/20%
45,2732,7217,327,5330%/30%/40%
42,2628,7311,335,0830%/40%/30%
58,3443,3722,7711,5210%/10%/80%
55,5733,4818,679,0510%/80%/10%
54,1732,9521,8114,7725%/25%/50%

Нефть
75,5967,7248,9235,4925%/50%/25%
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68,6054,5240,978,1820%/40%/40%
50,3328,7518,8212,3620%/20%/60%
70,5361,2344,6430,2520%/60%/20%
42,8326,2513,428,7330%/30%/40%
60,4449,5234,9215,3730%/40%/30%
46,4524,7015,2210,4010%/10%/80%
65,5654,1238,2718,5510%/80%/10%
86,4384,0179,3723,3225%/25%/50%

Дизельное топливо

90,5388,7988,4237,2625%/50%/25%
85,0780,1674,1113,5020%/40%/40%
83,5378,0769,3520,6420%/20%/60%
87,5681,1365,5430,3620%/60%/20%
71,3360,4548,7315,9330%/30%/40%
75,4769,4052,0520,6530%/40%/30%
73,0368,4555,3518,1510%/10%/80%
76,6665,3551,3222,0410%/80%/10%
0,000,0048,5326,1625%/25%/50%

Бензин

0,000,0059,3539,4025%/50%/25%
0,000,0065,8112,2420%/40%/40%
0,0051,2544,5723,6320%/20%/60%
0,0047,0940,1728,4520%/60%/20%
0,000,0045,6318,2730%/30%/40%
0,000,0056,1515,0830%/40%/30%
0,0042,1339,7718,0310%/10%/80%
0,0046,3839,4319,3510%/80%/10%

Было установлено, что наибольшей эффективностью в отношении очистки почв,
отобранных с разлива, от нефтепродукта обладает состав с внесением бактериальных
суспензий Acinetobacter sp. ВКМ B-3202, Rhodococcus erythropolis ВКМ Ac-858T,
Pseudomonas alcaligenes ВКМ B-1295 в соотношении 25%:25%:50% по объему –
концентрация нефтепродукта в образцах снизилась на 71,97% за 60 суток.

Наибольшей эффективностью в отношении очистки почв, загрязненных сырой
нефтью и дизельным топливом, обладает состав с внесением бактериальных суспензий
Acinetobacter sp. ВКМ B-3202, Rhodococcus erythropolis ВКМ Ac-858T, Pseudomonas
alcaligenes ВКМ B-1295 в соотношении 25%:50%:25% по объему – концентрация нефти
в образцах снизилась, соответственно, на 75,59% и 90,53% за 60 суток эксперимента.

Низкая эффективность состава в отношении очистки почв от бензина и отсутствие
динамики концентрации спустя 28 дней опыта связано с быстрой испаряемостьюданного
загрязнителя.

Данный состав может быть использован при проведении биологического этапа
рекультивации нефтезагрязненных земель с высокой степенью очистки, за счет
совместного действия бактериальных суспензий.

(57) Формула изобретения
Состав для биоремедиации почвы, загрязненной нефтью и нефтепродуктами,

содержащий ассоциациютрехштаммов в виде смеси с содержаниемкаждого компонента
не менее 1*107 КОЕ/мл, отличающийся тем, что в качестве штаммов используют
Acinetobacter sp. ВКМ B-3202, Rhodococcus erythropolis ВКМ Ac-858T, Pseudomonas
alcaligenes ВКМ B-1295 в виде смеси бактериальных суспензий при следующих
соотношениях, % по объему:

25штамм Acinetobacter sp. ВКМ B-3202
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25-50штамм Rhodococcus erythropolis ВКМ Ac-858T

50-25штамм Pseudomonas alcaligenes ВКМ B-1295
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