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Представлены результаты моделирования комплексной биотехнологии “контурного заводнения”
для очистки сильнозагрязненной нефтью агродерново-подзолистой почвы (Albic Retisols (Loamic))
при помощи бактериально-дрожжевого консорциума, микроводорослей и альго-бактериально-
дрожжевого консорциума с применением минеральных удобрений. Выявлены закономерности из-
менения биотических показателей и содержания нефтепродуктов на различных этапах деструкции
нефти в микрокосмах. Показано, что изменения численности углеводородокисляющих микроорга-
низмов в изучаемых микрокосмах (микроэкосистемах) имеют различную направленность в зависи-
мости от внесенного биологического агента. При внесении микроводорослей численность данной
группы микроорганизмов снижается на порядок в конце эксперимента, а при внесении бактериаль-
но-дрожжевого и альго-бактериально-дрожжевого консорциума – восстанавливает численность к
90 суткам. Биохимическая активность в микрокосмах оставалась на высоком уровне во всех случа-
ях. Показана эффективность использования нефтеокисляющих микробных консорциумов, в том
числе с применением культур микроводорослей. Бактериально-дрожжевой и альго-бактериально-
дрожжевой консорциумы в присутствии минеральных добавок оказывают максимальный эффект
очистки при моделировании технологии в микрокосмах. Эффективность очистки почвы от нефте-
продуктов за 90 суток лабораторного эксперимента составила 60–63%. Данные ИК-спектроскопии
диагностируют уменьшение доли насыщенных алифатических структур, накопление ароматиче-
ских углеводородов и кислородсодержащих соединений, которые являются промежуточными про-
дуктами метаболизма при микробном окислении углеводородов нефти.

Ключевые слова: нефтяное загрязнение, альго-бактериально-дрожжевой консорциум, биологиче-
ская активность, эффективность очистки
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время отсутствуют универсаль-

ные методы очистки почв от нефти и нефтепро-
дуктов (НП) [14, 23]. В зависимости от масштаба
загрязнения, качества и количества поллютантов
(нефти и нефтесодержащих жидкостей), биокли-
матических условий территории, особенностей
почвенного покрова осуществляется дифферен-
цированный подход к проведению биоремедиа-
ционных мероприятий [6, 10, 15, 33]. В ряде работ
[7, 14] предложены технологии, направленные на
очистку почв, которые либо обусловлены незна-
чительными по масштабам нефтеразливами, ли-
бо достигаются проведением технического этапа
очистки нефтезагрязненных земель, включающе-
го механическую уборку нефти и НП [21]. Физи-

ческие методы удаления загрязнений не способ-
ствуют восстановлению почв и могут нанести до-
полнительный ущерб окружающей среде [38].
Химическая обработка нефтезагрязненных почв
путем экстракции растворителями или окислени-
ем оказывает влияние на изменение агрохимиче-
ских характеристик почв, а также химические по-
казатели грунтовых вод [28, 40].

Огромный потенциал и конкурентные преиму-
щества по сравнению с вышеперечисленными спо-
собами имеет метод биоремедиации, прежде всего,
из-за экологической безопасности и низкой стои-
мости [25]. В предлагаемых технологиях очистки
нефтезагрязненной почвы in situ используют внесе-
ние биопрепаратов совместно с сорбентами или без
них [13]. В условиях севера, где в силу специфики
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биоклиматических условий широко распростра-
нены заболоченные ландшафты, оптимальны тех-
нологии, предусматривающие предварительную
глубокую очистку водоемов и заболоченных терри-
торий от нефти и НП путем уборки подвижной
нефти с последующим внесением минеральных
удобрений и биопрепаратов [30]. Существуют тех-
нологии, предусматривающие активизацию де-
сорбции нефти на поверхность путем насыщения
воды кислородом, где в процессе аэрации очистка
происходит наиболее эффективно, заводнение зо-
ны загрязнения создается естественным или искус-
ственным путем с помощью дамб и отсыпок [8, 14].

Существующая проблема утилизации перси-
стентных загрязнений предполагает разработку
новых технологий очистки, в том числе с приме-
нением ассоциаций микроорганизмов, которые
составляют основу биопрепаратов. Состав био-
препаратов, представляемых на российском рынке,
различен – от одного (“Путидойл”, “Аллегро”,
“Торнадо”, “Лидер”, “Родер” и др.) до 3–15 штам-
мов микроорганизмов (“Экойл”, “Олеворин”, “Де-
воройл”, “Биоойл”, “ВиO”, “Универсал”, “Биот-
рин”, “Рага-Вас” и др.). Такие биопрепараты, как
“Биоойл-СН”, “Биоойл-АА”, в состав которых
входят штаммы углеводородокисляющих микро-
организмов (УОМ) из родов Enterobacter, Acineto-
bacter и Bacillus [2, 24], используются в настоящее
время в производственных масштабах для очист-
ки в условиях Крайнего Севера нефтезагрязнен-
ных почв и водных объектов совместно с торфо-
сорбентами и сорбентами на основе графена [1].
Микробная ассоциация, состоящая из штаммов
родов Rhodococcus, Pseudomonas, Acinetobacter и со-
держащая катабoлические плазмиды, является
основой биопрепарата “ВиO” [30] для биореме-
диации загрязненных нефтью и НП почвенных и
водных экосистем, способна к деструкции углево-
дородов нефти в диапазоне температур 4–42°С при
концентрации ее в природных средах до 30%, при-
сутствии солей до 5% и величине рН от 4 до 10. Эф-

фективность опытного образца биопрепарата
“ВиO” в полевых испытаниях по очистке грунта
от нефти на территории Пограничного место-
рождения Ямало-Ненецкого автономного окру-
га составила 80%. В основном представленные
биопрепараты включают штаммы бактерий и
дрожжей. Исследования биорекультивации с
помощью комплекса микроорганизмов, в состав
которых входят микроводоросли [27], немного-
численны и требуют дальнейшего изучения.

Внедрение новых технологий в практику при-
родопользования требует детального анализа про-
цессов, лежащих в основе биотрансформации пол-
лютантов в природной среде. В частности, необхо-
дима оценка процессов биоокисления нефти и НП
на разных этапах ремедиации нефтезагрязненных
почв. Особого внимания требуют вопросы разра-
ботки методологических подходов к контролю
экологического состояния биотических и абиоти-
ческих компонентов восстанавливаемых экоси-
стем. С этой целью могут быть использованы пока-
затели содержания в почвах окислительно-восста-
новительных ферментов, углеводородокисляющих
микроорганизмов, остаточного содержания НП.

Цель работы – разработка эффективной ком-
плексной биотехнологии очистки сильнозагряз-
ненных нефтью почв на основе оценки законо-
мерностей динамики индикационных параметров.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ

Изучение эффективности деструкции нефти
консорциумом углеводородокисляющих микроор-
ганизмов проводили в лабораторном эксперимен-
те. В качестве основных деструкторов использова-
ли штаммы Rhodotorula sp. VKM Y-2993D, Pseudo-
monas libanensis VKM B-3041D, выделенные из
нефтезагрязненных почв Усинского района Рес-
публики Коми, а также штаммы микроводорос-
лей Acutodesmus obliquus IPPAS S-2016, Chlorella sp.
IPPAS C-2024, Monoraphidium sp., Anabaena sp. из
коллекции SykoA Института биологии Коми
НЦ УрО РАН [18].

В лабораторных условиях создали микрокос-
мы (микроэкосистемы): в вегетационные сосуды
помещали минеральный субстрат массой 0.5 кг и
загрязняли его высокой концентрацией нефти
(30 мас. %). В качестве субстрата использовали
образцы пахотного горизонта агродерново-под-
золистой почвы (Albic Retisols (Loamic)). В емко-
сти с почвой добавляли минеральные соли (азот-
но-калийно-фосфорное удобрение NPK-15),
тщательно перемешивали, затем вносили биоло-
гические агенты (бактерии, дрожжи и микрово-
доросли, выращенные раздельно) в соответствии
со схемой, представленной в табл. 1. Технологию
“контурного заводнения”, когда предварительно
гидроизолированный загрязненный участок за-

Таблица 1. Схема проведения эксперимента

* Штаммы микроорганизмов Rhodotorula sp., P. libanensis, 1 : 1,
50 см3; 109 КОЕ/см3.
** Микроводоросли A. obliquus, Chlorella sp., Monoraphidium sp.,
Anabaena sp., в равных долях, 50 см3; 108 КОЕ/см3.

Вариант N15P15K15

Суспензия консорциума

бактериально-
дрожжевого*

микрово-
дорослей**

Контроль – – –
I + – –
II + + –
III + – +
IV + + +
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полняют водой, моделировали добавлением в мик-
рокосмы воды объемом 1 дм3. Слой воды, распо-
лагающийся над поверхностью минерального
субстрата, аэрировали с помощью компрессора
Tetratec APS 400. Лабораторный эксперимент
проводили в трехкратной повторности при ком-
натной температуре. Продолжительность экспе-
римента составила 90 сут.

Изменение биологической активности почвы
(минерального субстрата) оценивали по динами-
ке численности УОМ и активности окислитель-
но-восстановительных ферментов. Численность
УОМ определяли методом высева на твердую сре-
ду Раймонда 10-кратных разведений почвенных
суспензий [17]. Активность фермента каталазы
оценивали перманганатным методом, дегидроге-
назную активность определяли на основе коло-
риметрического определения формазана [32]. Де-
гидрогеназную активность водной суспензии ис-
следовали в соответствии с методикой ВНИИ
ВОДГЕО [22].

Все полученные результаты по величине фер-
ментативной активности сводили к расчетному
показателю среднего геометрического GMea [36]:

где GMea – среднее геометрическое фермента-
тивной активности; Сat – каталаза; Deh – дегид-
рогеназа.

Относительные баллы для показателей фер-
ментативной активности Саt и Deh рассчитывали
по формуле Девятовой [9]. Например, для показа-
телей каталазной активности расчет вели по фор-
муле:

где Сat – относительный оценочный балл показа-
теля; Сatф – фактическое значение показателя,
см3 0.1 М КМnO4 на 1 г сухой почвы за 20 мин;
Сat0 – значение показателя в незагрязненной поч-
ве, см3 0.1 М КМnO4 на 1 г сухой почвы за 20 мин.

Аналогично рассчитывали значение относи-
тельного оценочного балла для показателей де-
гидрогеназной активности.

Микроскопирование образцов проводили с по-
мощью микроскопа Nikon Eclipse80i при увеличе-
нии до ×1000, оборудованного системой диффе-
ренциального интерференционного контраста и
видеофиксации изображений. Микрофотографии
выполнены с помощью камер Nikon Digital Sight
Ds-2Mv (Nikon, Japan).

Интенсивность деструкции нефти оценивали
по изменению содержанию НП в образцах почв
[16] и водной среды. Содержание НП определяли
гравиметрическим методом, экстрагируя НП из
образцов почв и водной среды хлороформом.

= ⋅ ,GMea Cat Deh

= ф

0

,
Cat

Cat
Cat

ИК-спектроскопию образцов почв проводили
после их высушивания, тщательного перемеши-
вания и измельчения в ступке до однородного со-
стояния. Измельченный образец помещали на
приставку НПВО (кристалл ZnSe с алмазным на-
пылением) ИК-спектрометра Tensor 37 фирмы
Bruker (Германия). ИК-спектры поглощения
каждого образца снимали в трех различных участ-
ках, перемещая его по столику приставки НПВО
в трех повторностях. ИК-съемку проводили в
спектральном диапазоне 600–4000 см–1 при раз-
решении 2 см–1, число сканирований 32. ИК-
спектры подвергали процедуре коррекции базо-
вой линии. Для качественной и количественной
идентификации компонентного состава нефти
использовали следующие спектральные коэффи-
циенты [11, 26]:

С1 = D1608/D723 – условное отношение аромати-
ческих углеводородов к нормальным парафино-
вым структурам (коэффициент ароматичности);

С2 = D1608/D1460 – условное содержание арома-
тических структур, т.е. отношение ароматических
к сумме парафиновых углеводородов;

С3 = D2852/D1608 – условное содержание пара-
финовых структур, т.е. отношение интенсивно-
сти валентных колебаний метиленовых групп к
сумме ароматических углеводородов;

С4 = D723/D1460 – условное содержание парафи-
новых структур, т.е. отношение нормальных па-
рафиновых структур к сумме парафиновых угле-
водородов (индекс разветвленности);

С5 = (D723 + D1380)/D1608 – условное содержание
насыщенных алифатических структур (индекс
алифатичности);

С6 = (D1705)/D1608, С7 = (D1730)/D1608 – отношение
интенсивности образования продуктов окисле-
ния углеводородов к сумме ароматических угле-
водородов (коэффициенты окисленности).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Биологическая активность в микрокосмах

Согласно теории индуцированного синтеза
ферментов Кошланда [29], в ответ на присутствие
в среде специфического субстрата или метаболи-
та микроорганизмы вырабатывают соответствую-
щие ферменты, что необходимо клетке для подго-
товки и усвоения труднодоступных источников
питания. Окислительно-восстановительные фер-
менты: дегидрогеназа и каталаза – синтезируются
микроорганизмами. Их присутствие в почве ха-
рактеризует общую метаболическую активность
почвенных микробных сообществ. Дегидрогеназа
принимает непосредственное участие в биохими-
ческом окислении углеводородов [20], а свобод-
ный кислород, образующийся при разложении
перекиси водорода в присутствии фермента ката-
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лазы, способствует активизации деятельности
микроорганизмов, участвующих в процессах де-
струкции углеводородов. Изменение каталазной
активности в этом случае коррелирует с измене-
нием численности нефтеокисляющих микроор-
ганизмов [12].

Изучение содержания в микрокосмах нефтео-
кисляющих микроорганизмов показало, что вне
зависимости от варианта опыта во всех микрокос-
мах динамика численности УОМ имела сходную
картину (рис. 1). В первые дни эксперимента во
всех образцах почв, включая контроль, наблюда-
лась высокая концентрация УОМ (2 × 109 КОЕ/г).
По всей видимости, это обусловлено введением в
почвы микрокосмов специфического субстрата –
нефти. Массированное нефтяное загрязнение со-
провождается острым токсическим действием на
микробные сообщества, что обусловливает по-
давление жизнедеятельности микроорганизмов и
преимущественное присутствие в почвенной сре-
де микроорганизмов из группы УОМ. Как видно,
численность данной группы к 30-му дню экспе-
римента резко (на порядок) снижается и либо
остается на этом уровне до конца эксперимента
(контроль, варианты II и III), либо возрастает (ва-
рианты I и IV). Последнее может свидетельство-
вать о более выраженной адаптации микробоце-
нозов к сложившимся условиям в варианте без
внесения консорциума микроорганизмов, но при
наличии стимулирующего для развития абориген-
ной микрофлоры фактора (внесение NPK) – вари-
ант I, и с внесением дополнительного количества
углеводородокисляющих микроорганизмов в при-
сутствии микроводорослей – вариант IV.

Оценка параметров биохимической активно-
сти образцов почв в микрокосмах показала, что

каталазная активность в них варьировала в преде-
лах от 0.71 до 2.23 см3 КMnO4/г почвы за 20 мин,
дегидрогеназаная – от 3.08 до 47.27 мг формаза-
на/г за 24 ч. При этом минимальные показатели
ферментативной активности были отмечены во
всех вариантах опыта в первый срок отбора. В хо-
де эксперимента произошло возрастание каталаз-
ной активности. На 30-е сут эксперимента во всех
вариантах опыта она увеличилась в 1.1–2.8 раза и
сохранялась на этом уровне до конца срока экс-
позиции микрокосмов.

Для дегидрогеназной активности также отмече-
но увеличение в ходе эксперимента. В зависимо-
сти от варианта опыта она увеличилась относи-
тельно первого срока отбора (3 дня экспозиции) в
1.2–6.7 раза. Однако в отличие от каталазной актив-
ности к концу эксперимента (90 дней экспозиции)
степень обогащенности образцов почв ферментом
дегидрогеназой либо возрастала (контроль, вариан-
ты I и III), либо снижалась (варианты II и IV) отно-
сительно второго срока отбора проб (30 дней экспо-
зиции).

Следует отметить, что с течением времени вза-
имосвязь между этими показателями в микрокос-
мах меняется: при трехдневном сроке экспози-
ции корреляция между каталазной и дегидроге-
назной активностью в микрокосмах оценивалась
как средняя (r = 0.5), спустя месяц экспозиции –
слабая (r = 0.4), к концу трехмесячного срока ко-
эффициент корреляции между этими показателя-
ми имел нулевое значение. Для адекватной интер-
претации параметров и направленности биохими-
ческих реакций в почвах используют интегральные
показатели, позволяющие учесть эти изменения.
Таким интегральным показателем может быть ве-
личина среднего геометрического ферментативной

Рис. 1. Изменение величины расчетного показателя среднего геометрического ферментативной активности (1) и ди-
намика численности углеводородокисляющих микроорганизмов (2) в образцах почв исследуемых микрокосмов. Но-
мера вариантов приведены в соответствии с табл. 1.
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активности GMea [5, 35]. Как видно (рис. 1), не-
смотря на близкий порядок численности УОМ во
всех микрокосмах, зафиксированный на третьи
сутки эксперимента, по ферментативной актив-
ности их минеральные субстраты несколько раз-
личались. Минимальные значения расчетного
показателя GMea отмечены в контроле и вариан-
тах I и III, максимальные – в вариантах II и IV, т.е.
где в качестве биологических агентов нефтео-
кисления введены бактериально-дрожжевой и
альго-бактериально-дрожжевой консорциумы.
Снижение численности УОМ в ходе эксперимента
не привело к подавлению окислительно-восстано-
вительных процессов в микрокосмах. Спустя ме-
сячный срок экспозиции во всех микрокосмах на-
блюдалось возрастание величины GMea по сравне-
нию с контролем, а спустя три месяца – только в
вариантах опыта I, II и IV. Таким образом, биохи-
мическая активность в микрокосмах оказалась на
высоком уровне в случае совместного введения в
систему микроводорослей и бактериально-дрожже-
вого консорциума микроорганизмов (вариант IV),
отдельного внесения бактериально-дрожжевого
консорциума (вариант II) и стимуляции абориген-
ного микробного сообщества биофильными ком-
понентами (вариант I).

Эффективность очистки от НП в микрокосмах

Влияние комплекса микроорганизмов на про-
цессы деструкции НП в лабораторном экспери-
менте оценивали по динамике изменений содер-
жания НП в почве микрокосмов на третьи сутки,
спустя месяц и спустя 3 мес. Как показали прове-
денные исследования (рис. 2А), в контрольном
варианте содержание НП в почве за все время
эксперимента практически не изменилось. Все
различия в концентрации нефти на третьи, 30- и
90-е сут экспозиции были не существенны для
0.05% уровня значимости.

Внесение только одних минеральных удобре-
ний (вариант I) в загрязненную почву привело к
стимуляции аборигенной микрофлоры сниже-
нию содержания НП за весь период экспозиции
на 10.5%, минеральных удобрений в сочетании с
введением в систему микроводорослей (III) – на
20.3%. Биологические агенты – бактериально-
дрожжевой (II) и альго-бактериально-дрожже-
вой (IV) консорциумы – в комплексе с минераль-
ными удобрениями оказались наиболее эффек-
тивными в очистке почвы от НП. Уменьшение со-
держания НП в почве вариантов II и IV составило
за 90 сут эксперимента соответственно 60 и 63%.

При анализе процессов, происходящих в мик-
рокосмах в результате взаимодействия биологиче-
ских агентов с НП, особое внимание следует уде-
лить вопросу десорбции углеводородов из загряз-
ненной почвы в водную среду. Дегидрогеназная
активность, определяемая в пробах воды, покры-
вающей слой минерального субстрата и аэрируе-
мой в течение всего срока проведения экспери-
мента напрямую зависела от содержания НП в во-
де микрокосмов (рис. 2Б, 3). В микрокосмах ІІ и ІV,
благодаря жизнедеятельности микроорганизмов
происходило эффективное снижение содержания
НП в почве за счет их десорбции в водную среду,
где отмечено более большое количество НП по
сравнению с контролем. Однако при сравнении
соотношения НП в почве и воде вариант ІV отли-
чался от варианта ІІ большей эффективностью
очистки почвы. Более низкие значения содержания
НП могут свидетельствовать об активной нефтеде-
струкции в водной фазе микрокосма варианта IV за
счет комплексного действия микроорганизмов,
входящих в состав альго-бактериально-дрожжево-
го консорциума, и процессов дегидрирования.
Увеличение в почве варианта IV к концу экспози-
ции показателя GMea, характеризующего уровень
ферментативной активности биотического ком-
плекса, и численности УОМ может свидетельство-

Рис. 2. Динамика содержания нефтепродуктов в микрокосмах: А – в почве (мг/г) в разные сроки эксперимента; Б – в
почве (мг/г) и в водной среде (мг/100 см3) спустя 90 сут эксперимента: К – контроль; I, II, III, IV – варианты опыта в
соответствии с табл. 1.
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вать об определенных сукцессионных изменениях в
их составе, способствующих активизации процес-
сов деструкции НП в присутствии штаммов микро-
организмов Rhodotorula sp., P. libanensis и микрово-
дорослей A. obliquus, Chlorella sp., Monoraphidium sp.,
Anabaena sp. Самоочищение почвы (контрольный
микрокосм) будет проходить значительно дольше,
чем при внесении биологических агентов.

Теоретическое обоснование возможности де-
сорбции нефти биосурфактантами, выделяемыми
микроорганизмами, основано на двух гипотезах.
Первая состоит в том, что биосурфактанты, как и
синтетические поверхностно-активные вещества
(ПАВ), образуют мицеллы [39, 42], с помощью ко-
торых часть углеводородов, сорбированная на поч-
венной матрице, может быть отделена от твердой
фазы [34]. Вторая гипотеза основана на представ-

лении о гидрофобном характере строения внутрен-
ней среды мицелл, которые образуют молекулы
биосурфактантов, что определяет растворимость
неполярных соединений, в том числе нефтеуглево-
дородов [4, 37]. По всей видимости, оба процесса
могут способствовать более эффективному отделе-
нию углеводородов нефти от твердой фазы (почв,
минеральных субстратов, донных отложений) в за-
грязненных нефтью природных экосистемах.

В проведенном эксперименте отмечен эффект
эмульгирования и десорбции НП в водную среду
(рис. 2Б), связанный с деятельностью внесенных
в микрокосмы микроорганизмов. Подтверждение
эффекта десорбции наблюдали при микроскопи-
рование проб воды из микрокосмов, которое пока-
зало наличие клеток бактерий, дрожжей (вариан-
ты ІІ, ІV) и микроводорослей (вариант ІV), деля-
щихся на диспергированной нефти (рис. 4).

Оценка трансформации НП
методом ИК-спектроскопии

ИК-спектроскопия является информативным
и чувствительным методом, позволяющим про-
ведение оценки утилизации углеводородов и
трансформации функциональных групп в про-
цессе деструкции органических соединений неф-
ти [3, 26]. Анализ ИК-спектров исходной неза-
грязненной почвы, почвы, подвергнутой загряз-
нению нефтью (контроль) и нефти показал, что
влияние нефти проявляется в почве в виде увели-
чившихся по интенсивности полос поглощения
валентных колебаний –С–Н в группах СН2 и СН3
(2950, 2920, 2850 см–1) и деформационных коле-
баний –С–Н (1460 и 1380 см–1). В длинноволно-
вой области спектра наблюдаются полосы погло-

Рис. 3. Динамика дегидрогеназной активности в об-
разцах воды, покрывающей поверхность минераль-
ного субстрата в микрокосмах эксперимента.
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щения, которые сложно разделить. Скорее всего,
они относятся к связям свойственным гумусовым
кислотам [19, 41], так как их массовая доля в почве
очень велика. К таким полосам поглощения отно-
сятся 873 см–1 (–С–Н внеплоскостные колебания,
которые могут свидетельствовать о 1,2,4-замеще-
нии в ароматическом кольце), 796 см–1 (–С–Н
внеплоскостные колебания в метазамещенном
ароматическом кольце), 743 см–1 (–С–Н вне-
плоскостные колебания в ортозамещенном аро-
матическом кольце), 725–720 см–1 (маятниковые
колебания группы СН2), 692 см–1 (либо =С–Н
связь в алкенах, либо –С–Н внеплоскостные ко-
лебания в монозамещенных ароматических коль-
цах). На спектральные характеристики почвы, за-
грязненной нефтью, сильное влияние оказывает
присутствие полосы 1600 см–1, свойственной ко-
лебаниям –С–Н в ароматическом кольце, обу-
словленное, в основном, гумусовыми кислотами
в почве, а также линии оксида кремния (полоса
поглощения 1020 см–1). Это оказывает значитель-
ные ограничения в использовании данного мето-
да при оценке изменения состава НП в процессе
биодеструкции (рис. 5).

Показателями биодеградации нефти служат
изменения спектральных коэффициентов (соот-
ношений оптических плотностей характеристиче-
ских полос поглощения), рассчитанных из ИК-
спектров. Использование спектральных коэффи-
циентов нивелирует мешающее влияние почвен-
ных компонентов (доля которых в процессе экспе-
римента остается постоянной) на характеристиче-
ские полосы поглощения компонентов нефти.

На рис. 6 представлены зависимости интен-
сивности линии колебаний связи С=О в карбок-
сильных группах (А) и 1730 см–1 – колебание свя-
зи С=О в альдегидах или сложных эфирах (Б) в
зависимости от длительности биодеградации.

Рис. 5. ИК-спектры незагрязненной почвы (1), почвы, загрязненной нефтью (контроль) (2) и нефти (3).
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Интенсивность данных линий на трехнедельном
интервале не показывает роста и резко возрастает
спустя 90 сут биодеградации для всех исследован-
ных вариантов по сравнению с контролем. В ре-
зультате наблюдается рост количества кислородсо-
держащих остаточных компонентов нефти, кото-
рые являются промежуточными продуктами
метаболизма при микробном окислении углеводо-
родов нефти [26, 31]. Аналогичные закономерно-
сти проявляются при анализе спектральных коэф-
фициентов окисленности углеводородов С6 и С7,
обнаруживающие значительный рост через 90 сут
эксперимента. Наиболее интенсивный процесс
окисления углеводородов в почве наблюдается для

варианта IV. Вероятно, микроорганизмы-нефтеде-
структоры окисляют углеводороды только по боко-
вой цепи, не раскрывая ароматического кольца [7].

В процессе биодеструкции нефти происходит
увеличение спектральных коэффициентов C1 и С2,

Рис. 7. Изменение спектральных коэффициентов
С1 (А) и С2 (Б) в зависимости от времени биоде-
струкции.
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указывающих на увеличение относительной доли
устойчивых ароматических углеводородов (рис. 7).
Рост степени ароматичности исследованных проб
сопровождается уменьшением доли насыщенных
алифатических структур (уменьшение С3 и С5). В
процессе ферментативного окисления НП также
увеличивается показатель разветвленности пара-
финовых углеводородов (С4) (рис. 8). Указанные
процессы протекают наиболее активно в почве
варианта IV с применением альго-бактериально-
дрожжевого консорциума.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Показано, что наиболее эффективными био-

ремедиантами нефтезагрязненных субстратов яв-
ляются бактериально-дрожжевой (Rhodotorula sp.,
Pseudomonas libanensis) и альго-бактериально-
дрожжевой (Rhodotorula sp., Pseudomonas libanen-
sis, Acutodesmus obliquus, Chlorella sp., Monoraphid-
ium sp., Anabaena sp.) консорциумы. Эффектив-
ность очистки почвы от НП за 90 сут проведения
эксперимента составила 60–63%.

Численность углеводородокисляющих микро-
организмов существенно изменялась в ходе экс-
перимента. Будучи высокой в начале экспери-
мента, численность данной группы микроорга-
низмов снижалась на порядок в связи с острым
токсическим действием нефти, а затем в вариан-
тах I и IV численность УОМ возрастала, что ука-
зывает на адаптацию микробоценоза к сложив-
шимся условиям и ускорению процесса биоде-
градации.

Отмечен эффект эмульгирования и десорбции
НП в водную среду из почвы, связанный с дея-
тельностью внесенных в микрокосмы микроорга-
низмов. Данные ИК-спектроскопии диагностиру-
ют уменьшение доли насыщенных алифатических
структур и накопление устойчивых ароматических
углеводородов и остаточных компонентов нефти,
которые являются промежуточными продуктами
метаболизма при микробном окислении углево-
дородов нефти.

Полученные данные позволяют рекомендо-
вать использование альго-бактериально-дрож-
жевого консорциума с минеральными добавка-
ми в комплексе с технологией “контурного завод-
нения” и насыщения кислородом водной фазы с
помощью аэрирующих устройств для очистки
нефтезагрязненных почв. Такая технология поз-
волит в короткие сроки снизить нагрузку нефтя-
ных углеводородов на наземные экосистемы с
высокой степенью загрязнения почв нефтью.
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Modeling of the “Contour Water Flooding” Technology in Microcosms
T. N. Shchemelinina1, E. M. Anchugova1, *, E. M. Lapteva1, R. S. Vasilevich1,

M. Yu. Markarova1, E. N. Glazacheva2, and M. V. Uspenskaya2
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The results of modeling a complex biotechnology “contour water flooding” for the cleaning of heavily petro-
leum-polluted agro-soddy-podzolic soil (Albic Retisols (Loamic)) with the bacterial-yeast consortium, mi-
croalgae and algal-bacterial-yeast consortium and mineral fertilizers application are presented. The patterns of
biotic indicators and the total petroleum hydrocarbon content in various stages of oil destruction are revealed.
Changes in population of hydrocarbon-oxidizing microorganisms in the microcosms are shown to proceed in
different aspects depending on the biological agent applied. When microalgae are applied, the population of hy-
drocarbon-oxidizing microorganisms declines by an order of magnitude, when bacterial-yeast and algal-bacte-
rial-yeast consortium are applied the population is restored during 90 days. The biochemical activity in micro-
cosms remains high during the experiment. The efficiency of oil-oxidizing microbial consortia application in-
cluding those with microalgae cultures is shown. The bacterial-yeast and algal-bacterial-yeast consortia using
mineral fertilizers have the maximum purification effect in simulating technology. The efficiency of soil purifi-
cation from total petroleum hydrocarbons was 60–63% for 90 days in a laboratory model. IR spectroscopic data
indicate the decline in the share of saturated aliphatic structures and the accumulation of bio-thermodynami-
cally stable aromatic hydrocarbons and oxygen-containing residual components of oil, which are intermediate
products of metabolism in the microbial oxidation of oil hydrocarbons.

Keywords: oil pollution, algal-bacterial-yeast consortium, biological activity, the efficiency of soil purification
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