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В модельном эксперименте проведен комплексный анализ влияния загрязнения нефтью, свинцом
и их комбинациями, а также биоремедиации с использованием микроорганизмов на биологиче-
скую активность выщелоченного чернозема (Luvic Chernozem). Объектом исследования явилась
почва, отобранная на территории Уфимского района Республики Башкортостан и искусственно за-
грязненная перечисленными поллютантами. Для ее обработки применены углеводородокисляю-
щие штаммы бактерий, устойчивые к повышенным концентрациям ионов свинца. Все виды пол-
лютантов увеличивали фитотоксичность почвы, а применение микроорганизмов уменьшало ее, что
проявилось в увеличении индекса всхожести семян на 1.2‒19.2% по сравнению с необработанными
вариантами. Внесение свинца в нефтезагрязненную почву уменьшило степень разложения углево-
дородов на 4.4‒11.2%. Бактеризация загрязненных почв усилила деградацию углеводородов на
6.2‒33.8%. В почвах с нефтью, нефтью и свинцом увеличилась общая численность микроорганиз-
мов. Выявлено, что актиномицеты наиболее чувствительны к присутствию ксенобиотиков. К концу
эксперимента ферментативная активность нефтесодержащей почвы уменьшилась. Наличие свинца
незначительно увеличило каталазную и инвертазную активности в первой половине опыта. Сов-
местное загрязнение заметно подавляло активность каталазы и уреазы. Внесение микробных пре-
паратов благоприятно сказалось на восстановлении ферментативной активности почвы. Использо-
ванные бактерии способствовали уменьшению фитотоксичности и увеличению ферментативной
активности почвы, что делает их перспективными агентами для биорекультивации почв.
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ВВЕДЕНИЕ
В последние десятилетия особое внимание уде-

ляется антропогенному загрязнению почвы и про-
блемам, связанным с ее восстановлением. Среди
большого числа поллютантов особо следует выде-
лить тяжелые металлы (ТМ), загрязнение которы-
ми является глобальной проблемой из-за их боль-
шого периода полураспада и стойкости в окружа-
ющей среде. Это, в свою очередь, приводит к
накоплению ТМ в почве до такого уровня, когда
они начинают оказывать токсический эффект на
живые организмы и ее биологическую активность
[9, 13, 79, 80]. Появление ТМ в почве может быть
связано с естественным выветриванием материн-
ской породы, однако в основном это происходит
в результате воздушных выбросов металлургиче-
ских предприятий и автотранспорта, гидрогенно-
го загрязнения неочищенными сточными водами
и осадками сточных вод, использования пестици-

дов и удобрений, неправильной утилизации про-
мышленных отходов и т. д. [43, 56].

Другим приоритетным загрязняющим веще-
ством является нефть. В процессе ее добычи,
транспортировки, хранения и переработки мо-
гут происходить аварийные разливы. Углеводо-
роды, попадая в почву, оказывают существенное
негативное влияние на ее физико-химические и
биологические свойства, а также на почвенную
микро- и макробиоту [8, 9, 12, 15, 77]. Более того,
нередки случаи, когда возникает совместное за-
грязнение, при котором ТМ и нефть присутству-
ют в почве одновременно, что делает ее восста-
новление еще более затруднительным [34, 50].

Биоремедиация с использованием метаболиче-
ского потенциала биологических объектов пред-
ставляет собою многообещающий метод восста-
новления экосистем, поскольку он эффективен и
экономичен, а поллютант удаляется с минималь-
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ным ущербом для окружающей среды [57]. Ранее
уже были проведены многочисленные экспери-
менты по определению воздействия этого спосо-
ба очистки на биологическую активность разных
типов почв, загрязненных нефтью и тяжелыми
металлами [16, 18, 24, 49], в том числе в Республи-
ке Башкортостан [4, 14, 15]. Одним из вариантов
биоремедиации является биоаугментация, которая
подразумевает обработку нарушенных участков от-
дельными микроорганизмами или их консорци-
умами с желаемыми ферментативными свой-
ствами и адаптационным потенциалом. Особый
интерес для очистки почв, загрязненных одно-
временно нефтью и ТМ, представляют штаммы
бактерий, обладающие как углеводородокисля-
ющей активностью, так и устойчивостью к по-
вышенным концентрациям ТМ в среде [26, 42,
50, 59]. Однако исследования биологической ак-
тивности почвы в процессе ее очистки от нефти и
тяжелых металлов с помощью микроорганизмов
единичны [7].

Цель работы ‒ изучение влияния различных
доз нефти и свинца на активность ферментов и
микробиологические показатели выщелоченного
чернозема, а также оценка эффективности приме-
нения бактерий-нефтедеструкторов для его восста-
новления.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ
Объекты исследования. Исследования прово-

дились с выщелоченным черноземом (Luvic Cher-
nozem) в условиях модельного эксперимента. Ис-
пользовали верхние горизонты (0–20 см) почвы,
отобранной на территории Уфимского района
Республики Башкортостан. Почва имела следую-
щие показатели: pHKCl – 6.3, Nвал – 0.61%, содер-
жание гумуса – 6.8%, подвижные P2O5 и K2O (0.2 н
KCl) – 94.5 и 101.7 мг/кг почвы соответственно.
Почву предварительно очищали от крупных кор-
ней и других растительных остатков, высушивали
до воздушно-сухого состояния и просеивали через
сито (размер ячеек 1 см), после чего ее помещали в
вегетационные сосуды (по 3 кг). Для оптимизации
водно-воздушного режима использовали дренаж, в
течение опыта поддерживали влажность почвы на
уровне 60% от полной влагоемкости и проводили
регулярное рыхление. В опытные варианты вно-
сили нефть (плотность – 852 кг/м3, вязкость –
28 мПа с, парафины (мас. %) – 3.3, смолы (мас. %) –
8.5, асфальтены (мас. %) – 5–9) в концентрации
50 г/кг почвы. Использованный вариант опыта
соответствует диапазону концентраций нефти,
считающемуся зоной стресса почвенной микроб-
ной системы, в которой отмечается увеличение
катаболической активности и численности угле-
водородокисляющих микроорганизмов [11]. Био-
ремедиация с использованием активных углево-
дородокисляющих штаммов микроорганизмов

при данном уровне загрязнения почвы, как пра-
вило, очень эффективна [3, 6]. Более высокие
концентрации нефтяных углеводородов могут
подавлять рост бактерий, что приводит к низкой
эффективности биоразложения и даже к гибели
углеводородокисляющих бактерий [54]. Также
вносили свинец (Pb2+) – в виде растворенной в
воде соли Pb(CH3COO)2 · 3Н2O квалификации
“х. ч.” (Реахим, Россия) в количестве Pb2+ 450,
900 и 1800 мг/кг, что соответствует 15, 30 и 60 ПДК
(на сегодняшний день в РФ предельно допусти-
мая концентрация свинца в почве нормирована
на уровне 30 мг/кг) и жидкую культуру бактерий в
количестве 2 × 106 КОЕ/г (колониеобразующих
единиц). В те варианты, в которые не было преду-
смотрено добавление растворов соли свинца и/или
инокулята, добавляли соответствующее количе-
ство дистиллированной воды. Повторность опы-
та трехкратная. Контролем служил вариант поч-
вы (фон) без добавок соли свинца, нефти и бакте-
рий. Отбор проб почвы проводили на 3-и, 45-е и
95-е сутки эксперимента. Образцы сушили на
воздухе, просеивали через сито (размер ячеек 2 мм)
для создания гомогенной смеси и затем хранили в
пластиковых пакетах при 4°C для последующих
анализов.

Штаммы микроорганизмов. Для обработки
почвы применяли штаммы бактерий из коллек-
ции микроорганизмов Уфимского Института
биологии УФИЦ РАН: Thalassospira xiamenensis
UOM 2 (UOM 2), Enterobacter sp. UOM 3 (UOM 3),
Pseudomonas songnenensis UOM 4 (UOM 4), а также
микробную композицию (МК), в состав которой
входили все вышеперечисленные штаммы.

Установлено, что штамм Enterobacter sp. UOM 3
обладает наибольшим сходством с типовыми
штаммами видов E. asburiae и E. ludwigii [23].
Представители этих видов неоднократно опи-
саны в научной литературе как типичные эндо-
фитные и ризосферные бактерии, рекомендуе-
мые для использования в сельском хозяйстве [68,
83]. Многочисленными исследованиями послед-
них лет, в том числе и нашими, показана возмож-
ность использования штаммов рода Enterobacter
для разложения нефти в почве, обусловленная их
хорошей приживаемостью в почве и высокой уг-
леводородокисляющей способностью [23, 27, 35,
38, 47, 73].

Указанные микроорганизмы не проявляли ан-
тагонизма по отношению друг к другу, обладали
толерантностью к нефти и свинцу, а также спо-
собностью к синтезу фитогормона индолил-3-ук-
сусной кислоты [23, 31]. Бактерии культивирова-
ли на термостатируемом шейкере при 180 об./мин
и температуре 28°C в течение 72 ч на мясопептон-
ном бульоне [19]. Для создания микробной ком-
позиции жидкие культуры каждого штамма сме-
шивали в соотношении 1 : 1 : 1. Предварительно



356

ПОЧВОВЕДЕНИЕ  № 3  2022

РАФИКОВА и др.

было установлено, что численность каждого штам-
ма бактерий при культивировании на среде Рай-
монда [67] с нефтью (5%) и уксуснокислым свин-
цом (содержание Pb2+ 2.5 мг/мл) через 5 сут культи-
вирования составляла не менее 1 × 106 КОЕ/мл.
Это свидетельствует об устойчивости штаммов к
повышенным концентрациям этого металла в
среде и возможности использования ими углево-
дородов нефти в качестве источника углерода.

Выделение и количественный учет микроорга-
низмов осуществляли по общепринятой методи-
ке высева почвенной суспензии на питательные
агаризованные среды: количество гетеротроф-
ных микроорганизмов – на питательный агар
(пептон – 10 г/л, дрожжевой экстракт – 5 г/л,
NaCl – 5 г/л, глюкоза – 1 г/л, агар-агар – 15 г/л,
вода дистиллированная – 1000 мл), олигонитро-
филов и азотфиксаторов – на среду Эшби, цел-
люлозолитиков – на среду Гетчинсона, актино-
мицетов – на крахмало-аммиачный агар, углево-
дородокисляющих микроорганизмов (УВОМ) –
на среду Цукамуры (в качестве источника углеро-
да в каждую чашку Петри на поверхность среды
наносили 100 мкл стерильного дизельного топ-
лива), микромицетов – на подкисленную среду
Чапека (pH 4.5) [19, 21].

Фитотоксичность образцов выщелоченного чер-
нозема оценивали с помощью биотестов по про-
растанию семян и росту растений редиса (Raphanus
sativus L.) сорта Розово-красный с белым кончи-
ком, простерилизованных в 1%-ном растворе пер-
манганата калия. Водные экстракты почвенных
образцов готовили путем встряхивания навесок
почвы с дистиллированной водой в соотношении
1 : 10 вес/объем в течение 1 ч, а затем фильтрова-
ли [66]. В чашки Петри помещали фильтроваль-
ную бумагу, на которую наносили 5 мл водного
экстракта почвы и раскладывали 20 семян редиса.
В качестве контроля служили семена, обработан-
ные дистиллированной водой. Всхожесть семян
оценивалась по Tam и Tiquia [75]. Чашки Петри
инкубировали 72 ч при температуре 22°С. При
появлении корешка семена считали проросши-
ми. Процент прорастания семян, удлинение кор-
ня и индекс всхожести рассчитывали по [66] сле-
дующим образом:

Процент прорастания семян (%) = (количе-
ство проросших семян в экстракте пробы/коли-
чество проросших семян в контрольном экстрак-
те) ×100.

Удлинение корня (%) = (среднее удлинение
корня в образце/среднее удлинение корня в кон-
трольном экстракте) ×100.

Индекс всхожести (%) = (процент прораста-
ния семян (%) × удлинение корня (%))/100.

Водоудерживающую способность почвы опре-
деляли согласно ГОСТ 26713-85.

Активность почвенных ферментов анализиро-
вали по следующим методикам: активность ката-
лазы и инвертазы – по методу Галстяна, уреазы –
по методу Щербакова и Райхинштейна [22].

Кислотность (pH) почвы оценивали потен-
циометрически по ГОСТ 27979-88.

Содержание нефтепродуктов в почве устанав-
ливали гравиметрически как описано [58].

Статистическую обработку данных проводили
по стандартным программам MS Excel. На рисун-
ках и в таблицах данные представлены как сред-
нее ± стандартная ошибка. Достоверность разли-
чий оценивали по t-критерию Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Фитотоксичность. Индекс всхожести семян

тест-растений для фоновой почвы на 95 сут экс-
перимента составлял 91.4%, тогда как для почвы
с нефтью – 48.4% (табл. 1). Такой низкий уровень
индекса всхожести обусловлен высокой концен-
трацией токсичных компонентов, содержащихся
в поллютанте, которые оказывают ингибирую-
щее действие на прорастание семян и рост корней
[39]. Кроме того, нефтяное загрязнение сокраща-
ет доступность воды за счет образования масля-
нистой пленки на поверхности семян, что пре-
пятствует их прорастанию и ограничивает даль-
нейший рост растений [30, 61].

Применение УВОМ оказывало благоприятное
воздействие на прорастание и всхожесть семян ре-
диса в нефтезагрязненной почве. Это могло быть
обусловлено ускоренным разложением углеводо-
родов в почве, и, как результат, уменьшением ко-
личества токсических компонентов нефти. Индекс
всхожести семян достигал максимума (67.6%)
при использовании штамма Thalassospira xiamen-
ensis UOM 2.

Загрязнение почвы свинцом приводило к
уменьшению индекса всхожести семян редиса
по сравнению с контролем. С увеличением кон-
центрации ТМ в почве наблюдалось снижение
индекса всхожести. Высокое содержание свин-
ца (1800 мг/кг) заметно ингибировало прорас-
тание семян. Это является одним из доказанных
симптомов токсичности данного ТМ и объясня-
ется его влиянием на ферментативную актив-
ность клеток растения, повреждением мембран
и др. [52]. Наличие свинца приводило к активно-
му развитию микроскопических грибов и пора-
жению проростков редиса, что отрицательно ска-
зывалось на росте и развитии растений.

При совместном загрязнении нефтью и свин-
цом всхожесть семян также была ниже, чем в кон-
троле – индекс всхожести в опытных вариантах
составлял 39.2–54.4%. Однако его значения при
совместном воздействии поллютантов были выше,
чем в присутствии только ТМ. Это согласуется с
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данными некоторых исследователей [53], сообщав-
ших о снижении фитотоксичности при совмест-
ном загрязнении ТМ и органическими вещества-
ми, что, вероятно, объясняется связыванием ионов
свинца с компонентами нефти и уменьшением его
биодоступности для растений.

Внесение бактерий в почву, подвергшуюся ком-
плексному загрязнению, приводило к улучшению
показателей всхожести редиса. В присутствии ми-
нимальной концентрации свинца (450 мг/кг) ин-

декс всхожести был максимальным при исполь-
зовании штаммов UOM 3 и UOM 4 и составил 61.6
и 62.1% соответственно. С увеличением количе-
ства свинца до 900 и 1800 мг/кг наибольших зна-
чений индекс всхожести достигал при обработке
штаммом UOM 2 и МК. Это могло быть связано
как с биологическим разложением токсичных
компонентов нефти, так и с возможной дезакти-
вацией катионов свинца вследствие его связыва-
ния микроорганизмами. У представителей се-

Таблица 1. Влияние биоремедиации на фитотоксичность выщелоченного чернозема при загрязнении нефтью и
свинцом (на 95-е сут эксперимента)

Примечание. Здесь и далее: ФП – фоновая почва, НП – нефтезагрязненная почва.

Вариант
Показатели фитотоксичности, %

процент прорастания семян удлинение корня индекс всхожести

ФП (контроль) 93.3 98.0 91.4
Загрязнение нефтью

НП 73.3 66.0 48.4
НП + UOM 2 93.3 72.5 67.6
НП + UOM 3 76.7 72.0 55.2
НП + UOM 4 83.3 68.0 56.6
НП + МК 80.0 62.0 49.6

Загрязнение свинцом

ФП + Pb2+ 450 мг/кг почвы 70.0 73.3 51.3

ФП + Pb2+ 900 мг/кг почвы 66.7 67.3 44.9

ФП + Pb2+ 1800 мг/кг почвы 46.7 26.5 12.4

Загрязнение нефтью и свинцом

Pb2+ 450 мг/кг почвы

НП + Pb2+ 80.0 68.0 54.4

НП + Pb2+ + UOM 2 83.3 69.0 57.5

НП + Pb2+ + UOM 3 83.3 74.0 61.6

НП + Pb2+ + UOM 4 76.7 81.0 62.1

НП + Pb2+ + МК 80.0 73.0 58.4

Pb2+ 900 мг/кг почвы

НП + Pb2+ 76.7 58.0 44.4

НП + Pb2+ + UOM 2 76.7 71.0 54.5

НП + Pb2+ + UOM 3 80.0 62.5 50.0

НП + Pb2+ + UOM 4 80.0 64.0 51.2

НП + Pb2+ + МК 73.3 73.0 53.5

Pb2+ 1800 мг/кг почвы

НП + Pb2+ 70.0 56.0 39.2

НП + Pb2+ + UOM 2 76.7 70.0 53.7

НП + Pb2+ + UOM 3 70.0 60.3 42.2

НП + Pb2+ + UOM 4 73.3 70.0 51.3

НП + Pb2+ + МК 80.0 68.1 54.5
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мейств Pseudomonadaceae и Enterobacteriaceae ра-
нее была описана способность связывать ионы
металлов внеклеточными биополимерами [46].
Кроме того, у псевдомонад обнаружено свойство
сорбировать ТМ на клеточной стенке и погло-
щать их ионы внутриклеточно [74].

Считается, что значения индекса всхожести
менее 50% указывают на фитотоксичность среды,
50–80% – на умеренную фитотоксичность, а бо-
лее 80% – на отсутствие фитотоксичности [66]. В
связи с этим можно отметить, что почвы, загряз-
ненные нефтью в концентрации 5% и свинцом в
концентрации больше 450 мг/кг, являются фито-
токсичными. Применение бактерий на фоне неф-
тяного загрязнения и совместного присутствия
нефти и ТМ уменьшает фитотоксичность почвы и
переводит ее в категорию умеренно токсичных.

Деградация углеводородов нефти. Приживае-
мость интродуцированных бактерий является
важным показателем, характеризующим эффек-
тивность биопрепарата.

Для оценки приживаемости исследуемых штам-
мов в почве проводили предварительные исследо-
вания с образцами стерильной почвы, чтобы ис-
ключить развитие аборигенной углеводородо-
кисляющей микробиоты. Было отмечено, что на
14-е сутки после внесения исследуемых штаммов
микроорганизмов численность УВОМ составля-
ла 106‒107 КОЕ/г, тогда как в нефтезагрязненной
стерильной почве они не обнаруживались.

В ходе данного эксперимента было показано,
что количество УВОМ в образцах с обработкой че-
рез 45 суток было большим, чем в вариантах без об-
работки, что позволяет косвенно судить об адапта-
ции и приживаемости привнесенных УВОМ.

Согласно полученным данным, численность
УВОМ оставалась на уровне, достаточном для про-
явления их деструкционной активности (табл. 2).
Биоразложение обычно считается основным меха-
низмом удаления загрязнителей из почвы [36],
хотя и другие механизмы (например, улетучива-
ние) могли быть задействованы в этом процессе.

В почве, где присутствовала только нефть, де-
градация углеводородов шла более интенсивно,
чем в почве с комплексным загрязнением. Бакте-
ризация такой почвы усиливала разложение угле-
водородов на 6.2–30.8%, по сравнению с вариан-
том без обработки. Максимальных значений сте-
пень биодеструкции в нефтесодержащей почве к
концу эксперимента достигала при внесении мик-
роорганизмов UOM 2 и UOM 4 (83.8 и 79.8% соот-
ветственно).

Дополнительное внесение свинца в нефтеза-
грязненную почву во всех изучаемых концентра-
циях снижала степень разложения углеводородов
на 4.4–11.2% по сравнению с данным показателем
для почвы только с нефтью. Интродукция УВОМ
благоприятно воздействовала на процессы дегра-

дации нефти в почве с комплексным загрязнени-
ем. Так, в почве с нефтью и содержанием ацетата
свинца 450 мг/кг наиболее эффективными были
культуры бактерий UOM 3 и UOM 4, в почве с 900
и 1800 мг/кг – UOM 2 и МК. Необходимо отметить
отсутствие прямой зависимости степени биоде-
струкции углеводородов от количества свинца в
почве при совместном загрязнении.

pH почвы. Присутствие нефти, свинца, а также
их совместное воздействие приводило к подкис-
лению среды к середине эксперимента (5.65–6.0),
что, возможно, способствовало усилению небла-
гоприятного воздействия загрязнителей (табл. 2).
Внесение в почву свинца в виде соли уксусной
кислоты могло служить причиной кислой реак-
ции среды. В вариантах, загрязненных нефтью,
это могло быть связано c разложением углеводо-
родов и образованием кислотных соединений и
свободных катионов, что согласуется с данными
других исследователей [28]. pH почвы – важный
показатель, поскольку часто оказывает сильное
влияния на растворимость металлов как в почве в
целом, так и в почвенном растворе, а уменьшение
pH на каждую единицу приводит к увеличению
концентрации металлов примерно в 2 раза [63].

Однако к концу эксперимента было отмечено
изменение pH в щелочную сторону и приближе-
ние водородного показателя к значениям, харак-
терным для фоновой почвы. Вероятно, наблюда-
емая тенденция к подщелачиванию объясняется
высокой кислотно-щелочной буферной способ-
ностью черноземов [10]. В целом реакция среды
была благоприятной для развития микроорганиз-
мов и разложения органических веществ, в том
числе и нефти, поскольку pH от 6 до 8 считается
оптимальным для их роста [60].

Численность эколого-трофических групп мик-
роорганизмов. Численность микроорганизмов
является важным показателем биологической
активности почвы и может служить индикато-
ром ее состояния. Присутствие нефти в почве, а
также совместное загрязнение вызывали увели-
чение численности гетеротрофных микроорга-
низмов, что, вероятно, связано с введением до-
полнительного источника углерода в виде нефти
(табл. 3). Очевидно, что наибольший вклад в рост
данного показателя численности вносили углево-
дородокисляющие микроорганизмы. Инокуляция
нефтесодержащей почвы также приводила к росту
количества гетеротрофных микроорганизмов, ве-
роятно, за счет активного развития привнесенной
углеводородокисляющей микробиоты, что согла-
суется с данными литературных источников [32].
Загрязнение различными дозами свинца не влияло
на показатель численности гетеротрофных микро-
организмов в почве.

Наличие нефти и свинца как по-отдельности,
так и вместе, угнетало развитие актиномицетов –
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Таблица 2. Динамика численности углеводородокисляющих микроорганизмов, степень биодеградации углево-
дородов и изменение pH в выщелоченном черноземе в процессе биоремедиации

Примечание. Прочерк – не анализировали.

Вариант
Титр УВОМ, ×105 КОЕ/г

Биодеградация 
углеводородов, %

pHKCl

3 сут 45 сут 95 сут 45 сут 95 сут 3 сут 45 сут 95 сут

ФП (контроль) 0.1 ± 0.004 0.1± 0.005 0.2 ± 0.008 – – 6.40 6.36 6.42
Загрязнение нефтью

НП 2.0 ± 0.09 330.0 ± 15.1 100.0 ± 4.7 33.2 53.0 6.35 5.97 6.19
НП + UOM 2 9.0 ± 0.36 1040.0 ± 45.0 360.0 ± 17.6 53.2 83.8 6.39 6.03 6.21
НП + UOM 3 3.0 ± 0.10 460.0 ± 22.6 54.0 ± 2.4 44.8 65.8 6.38 5.78 6.10
НП + UOM 4 3.0 ± 0.11 510.0 ± 24.3 71.0 ± 3.2 46.8 79.8 6.37 5.95 6.16
НП + МК 3.0 ± 0.19 320.0 ± 15.6 40.0 ± 1.8 39.2 59.2 6.41 6.17 6.37

Загрязнение свинцом

ФП + Pb2+ 450 мг/кг – – – – – 6.20 5.94 6.00

ФП + Pb2+ 900 мг/кг – – – – – 6.08 5.90 5.91

ФП + Pb2+ 1800 мг/кг – – – – – 6.00 5.86 5.88

Загрязнение нефтью и свинцом

Pb2+ 450 мг/кг почвы

НП + Pb2+ 1.0 ± 0.06 52.0 ± 2.6 24.0 ± 1.1 28.4 48.6 5.80 5.65 6.15

НП + Pb2+ + UOM 2 2.0 ± 0.08 130.0 ± 6.4 53.0 ± 2.2 31.4 59.6 5.82 6.07 6.24

НП + Pb2+ + UOM 3 3.0 ± 0.08 620.0 ± 30.5 100.0 ± 4.7 37.6 70.4 5.79 6.12 6.25

НП + Pb2+ + UOM 4 3.0 ± 0.13 535.0 ± 25.8 120.0 ± 5.6 35.4 70.0 5.78 6.10 6.28

НП + Pb2+ + МК 2.0 ± 0.09 210.0 ± 10.6 71.0 ± 3.2 33.2 68.8 5.81 6.18 6.34

Pb2+ 900 мг/кг почвы

НП + Pb2+ 6.0 ± 0.32 250.0 ± 12.2 44.0 ± 2.3 26.6 44.6 6.28 6.00 6.10

НП + Pb2+ + UOM 2 7.0 ± 0.34 540.0 ± 24.1 350.0 ± 16.2 36.6 78.4 5.72 6.12 6.28

НП + Pb2+ + UOM 3 4.0 ± 0.20 320.0 ± 15.2 61.0 ± 3.0 36.8 60.8 5.81 6.19 6.30

НП + Pb2+ + UOM 4 8.0 ± 0.42 450.0 ± 23.1 82.0 ± 3.8 40.2 62.8 5.75 6.17 6.31

НП + Pb2+ + МК 3.0 ± 0.07 480.0 ± 26.5 150.0 ± 7.2 41.2 72.6 5.79 6.21 6.39

Pb2+ 1800 мг/кг почвы

НП + Pb2+ 2.0 ± 0.11 43.0 ± 2.0 10.0 ± 2.1 24.2 41.8 6.27 5.99 6.11

НП + Pb2+ + UOM 2 7.0 ± 0.34 300.0 ± 14.3 150.0 ± 6.1 36.4 68.8 6.03 6.60 6.57

НП + Pb2+ + UOM 3 10.0 ± 0.47 110.0 ± 5.2 65.0 ± 3.2 39.8 57.6 6.00 6.67 6.62

НП + Pb2+ + UOM 4 11.0 ± 0.72 180.0 ± 8.6 50.0 ± 2.3 35.4 59.4 5.94 6.55 6.56

НП + Pb2+ + МК 5.0 ± 0.20 240.0 ± 11.1 100.0 ± 4.6 38.2 59.6 5.96 6.70 6.71

их количество сокращалось на 1–2 порядка по
сравнению с контролем. С одной стороны, умень-
шение данного показателя со временем и в загряз-
ненной, и в рекультивируемой почве может гово-
рить о высокой чувствительности к поллютантам
данной группы микроорганизмов. Ранее было от-
мечено [1], что повышенное содержание в почвах
подвижных форм ТМ обусловливает структурно-
функциональные изменения в актиномицетных

сообществах, которые проявляются в уменьше-
нии численности и сужении их видового разнооб-
разия. С другой стороны, актиномицеты являют-
ся довольно чувствительными к изменению кис-
лотности среды [2] и сокращение их численности
могло быть связано с подкислением pH. Возмож-
но, в составе актиномицетного комплекса изна-
чально преобладали виды, которые имеют более
узкий диапазон значений pH среды, пригодных
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для роста. Таким образом, загрязнение почвы не-
гативно сказывалось на развитии актиномицетов:
при этом могло иметь место как прямое токсиче-
ское действие поллютантов, так и опосредован-
ное влияние через изменение условий среды при
попадании нефти и ТМ в почву.

Количество микроскопических грибов в первые
сутки после постановки эксперимента незначи-
тельно увеличивалось при внесении нефти и свин-
ца, что возможно, было связано с подкислением
почвы. Кроме того, микромицеты способны к ис-
пользованию широкого диапазона органических
соединений, в том числе нефти [20, 76] и ее низкие
концентрации не оказывают на них выраженного
токсического эффекта. Интродукция бактерий вы-
зывала снижение численности грибов, что могло
быть обусловлено их конкурентным взаимодей-
ствием с УВОМ за источники питания.

Изучение показателей численности олигонит-
рофильных, азотфиксирующих и целлюлозоли-
тических микроорганизмов показало их нега-
тивный отклик на присутствие в почве поллю-
тантов. Внесение УВОМ в отдельных случаях
оказывало положительное влияние на развитие
данных групп микроорганизмов. В частности,
применение штамма UOM 2 в нефтезагрязнен-
ной почве, а также при совместном воздействии
нефти и свинца в концентрации 900 мг/кг в кон-
це опыта приводило к достижению численности,
близкой к ее показателю в контроле. Таким обра-
зом, наиболее чувствительными к присутствию
нефти и свинца в почве оказались актиномицеты, а
рост численности гетеротрофных микроорганиз-
мов в вариантах с нефтью, при совместном загряз-
нении и биоремедиации, очевидно, связан с актив-
ным развитием углеводородокисляющей микро-
биоты.

Ферментативная активность. Ферменты почвы
являются катализаторами важных метаболиче-
ских процессов, включая разложение органиче-
ских загрязнителей [25, 70]. Считается, что они
чувствительны к загрязнению, легко определяют-
ся без дорогостоящих и сложных инструментов,
поэтому их часто используют в качестве индикато-
ров для оценки степени загрязнения почв различ-
ными поллютантами [29]. Недавние исследования
показали, что привнесенные микроорганизмы мо-
гут улучшить ферментативную активность почвы
[44, 62]. Также установлено, что резистентность
бактерий к ТМ связана с повышенной активно-
стью антиоксидантных ферментов и уреазы [33,
40, 69]. В частности, известно, что ТМ могут оса-
ждаться бактериальной уреазой и способствовать
удалению тяжелых металлов из почв [51].

Активность каталазы. Каталаза очень чув-
ствительна к загрязнению ТМ и нефтью [37, 48].
Поэтому показатели ее активности можно ис-
пользовать для анализа токсичности субстрата.

Известно, что этот бактериальный фермент вы-
зывает деградацию активных форм кислорода,
образование которых индуцируется ТМ, нефтью
и рядом других ксенобиотиков [82].

При загрязнении почвы нефтью первоначаль-
но наблюдалось увеличение каталазной активно-
сти (КА), однако со временем этот показатель
уменьшался и становился ниже контрольных зна-
чений (рис. 1, А). В целом это согласуется с дан-
ными об ингибировании активности этого фер-
мента углеводородами [64]. При интродукции
штамма UOM 3 и МК в почве с нефтью, начиная
со второй половины эксперимента, КА оставалась
постоянной величиной (на уровне 3 мл O2/г мин),
что может свидетельствовать о начале процесса
стабилизации почвенных условий.

При внесении свинца показатель КА был вы-
ше значений контроля во всех вариантах. Мак-
симальных значений он достигал на 45-е сут
эксперимента в варианте со свинцом в количе-
стве 1800 мг/кг почвы и составлял 6.1 мл O2/г мин
(рис. 1d). Это подтверждает данные о том, что с
возрастанием концентрации ТМ может наблю-
даться тенденция по увеличению КА [81]. Вероят-
но, активация этого фермента в присутствии аце-
тата свинца была вызвана реакцией между ионом
Pb2+ и функциональными группами каталазы.

Комплексное загрязнение почвы, как и от-
дельно нефтью, увеличивало КА на начальном
этапе, в дальнейшем активность фермента умень-
шалась (рис. 1b, 1c).

При биоаугментации почвы с нефтью и содер-
жанием свинца 450 мг/кг показатель КА в середи-
не и конце эксперимента был выше по сравнению
с вариантом без обработки, а наиболее высокие
значения достигнуты при использовании UOM 4
и МК. Применение бактерий в почве с нефтью и
свинцом в количестве 1800 мг/кг, в целом, поло-
жительно сказывалось на активности фермента.
В вариантах с интродукцией штамма UOM 4 и
МК в нефтезагрязненную почву с высокой кон-
центрацией свинца даже наблюдалось увеличе-
ние КА к концу эксперимента, что косвенно мо-
жет свидетельствовать о нормализации окисли-
тельно-восстановительных процессов в среде.

Таким образом, в почве с нефтью, а также при
совместном загрязнении была отмечена общая
тенденция по снижению КА. Вопреки этому внесе-
ние в почву только свинца стимулировало актив-
ность фермента. Использование штаммов микро-
организмов благоприятно сказывалось на КА: дан-
ный показатель превышал таковой в варианте без
бактеризации.

Активность инвертазы. Инвертаза является
одним из ферментов, наиболее устойчивых к из-
быточному содержанию в почве ТМ и нефти [8,
17]. Несмотря на это, показатель его активности
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считается информативным при интегральной
оценке состояния почв [5, 78].

Установлено, что в почве с нефтью, в том
числе после интродукции бактерий, происходи-
ло уменьшение инвертазной активности (ИА)
(рис. 2a).

Это может быть связано с разрушением клеток,
которое вызывается токсичными веществами в со-
ставе поллютанта [14]. Поскольку, инвертаза имеет
внеклеточное происхождение, то гибель некото-
рых бактерий может вызвать уменьшение ее синте-
за и снижение ферментативной активности почвы
[65]. Исключение составлял вариант с внесением
штамма UOM 2, у которого ИА на 95-е сут превы-
шала таковую в контроле на 10%. Уменьшение

активности фермента со временем наблюдалась и
при совместном загрязнении (рис. 2b–2d). В по-
давляющем числе случаев в вариантах со свинцом
изучаемый показатель был больше контрольных
(главным образом в течение первой половины
эксперимента). Внесение штамма бактерий
UOM 4 в нефтесодержащую почву со свинцом в
количестве 450 мг/кг, приводило к возрастанию
ИА до 5 мг глюкозы/г почвы к концу опыта
(рис. 2c, 2d). Восстановление ее уровня после на-
чального ингибирования может быть связано с
ростом привнесенной микробной популяции в
результате адаптации [41] и способностью данно-
го штамма к использованию более широкого
спектра углеводородов в составе нефти.

Рис. 1. Каталазная активность почвы, загрязненной нефтью (a), свинцом в концентрации 450 мг/кг почвы (b),
900 мг/кг почвы (c), 1800 мг/кг почвы (d) и их сочетанием, в том числе при биоремедиации. Здесь и далее: ФП –
фоновая почва, НП – нефтезагрязненная почва, Pb – ацетат свинца.
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Ранее было показано, что ИА напрямую зави-

сит от количества почвенных микроорганизмов

[45], так к концу настоящего эксперимента на-

блюдалась незначительная корреляция активно-

сти инвертазы от числа гетеротрофных микроор-

ганизмов (r = 0.35, p > 95%).

Таким образом, присутствие нефти вызывало

подавление ИА. Загрязнение почвы свинцом, на-

против, усиливало активность фермента на на-

чальном этапе загрязнения. При комбинирован-

ной обработке поллютантами реакция почвенной

инвертазы была неоднозначной, однако биоауг-

ментация как при наличии только нефти, так и

при совместном загрязнении в отдельных случаях

оказывала положительное воздействие на актив-

ность фермента.

Активность уреазы. Показатель активности
уреазы в почве характеризует потенциал мине-
рализации мочевины. Фермент образует устой-
чивые комплексы (уреаза-гумус) и вносит боль-
шой вклад в плодородие почвы [55]. Его активность
может быть подходящим индикатором комбини-
рованного загрязнения (ТМ, полициклическими
ароматическими углеводородами и др.), особенно
на ранних стадиях процесса [72, 81].

Нефть оказала негативное воздействие на уре-
азную активность (УА) почвы (рис. 3a).

Интродукция микроорганизмов стимулирова-
ла ее на начальном этапе, однако со временем она
снижалась, но все же превышала показатели неф-
тезагрязненной почвы и, в целом, была сопоста-
вима с контрольными значениями. Внесение
штамма UOM 2 приводило к увеличению УА на

Рис. 2. Инвертазная активность почвы, загрязненной нефтью (a), свинцом в концентрации 450 мг/кг почвы (b),
900 мг/кг почвы (c), 1800 мг/кг почвы (d) и их сочетанием, в том числе при биоремедиации.
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64% по сравнению с контролем уже на третьи сут-
ки, к концу эксперимента ее значения превыша-
ли контрольные на 25%.

Загрязнение почвы ацетатом свинца ингиби-
ровало почвенную уреазу. При совместном за-
грязнении УА была меньше по сравнению с кон-
тролем и вариантами только с одним видом поллю-
танта. Известно, что снижение УА происходит из-за
изменений в молекулярной структуре фермента,
вызванных ингибиторами. Предполагается, что
ТМ связываются с сульфгидрильными группа-
ми активного центра, образуя эквиваленты суль-
фидов металлов, в то время как органические эко-
токсиканты (в том числе нефть) могут денатуриро-
вать всю структуру белка [71]. Вероятно, при
совместном воздействии ксенобиотиков наблю-
дался синергетический эффект, который выражал-
ся в более быстром угнетении активности уреазы.

Биоаугментация благоприятно сказывалась на
УА, а максимальных значений она достигала при
использовании штамма UOM 2 и МК и к концу
эксперимента составляла 0.54 в обоих вариантах
против 0.43 мг N-NH4/г в контроле (рис. 3b). В поч-

ве с нефтью и с содержанием свинца в концентра-
циях 900 и 1800 мг/кг УА на 95-е сут была меньше в
2 раза по сравнению с контролем (рис. 3c, 3d). Ис-
пользование микроорганизмов в этих случаях из-
начально стимулировало уреазу, однако со време-
нем ее активность снижалась, что, вероятно, свя-
зано с исчерпанием субстрата для бактерий.
Показатели УА в образцах с бактеризацией были
больше, чем в вариантах без обработки и в неко-
торых случаях достигали контрольных значений.

Таким образом, комбинированное загрязне-
ние почвы нефтью (5%) и свинцом в концентра-
циях 450–1800 мг/кг ингибировало УА сильнее,

Рис. 3. Уреазная активность почвы, загрязненной нефтью (a), свинцом в концентрации 450 мг/кг почвы (b), 900 мг/кг
почвы (c), 1800 мг/кг почвы (d) и их сочетанием, в том числе при биоремедиации.
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чем загрязнение почвы только свинцом. При сов-
местном загрязнении нефтью и свинцом в коли-
честве 450 мг/кг на начальном этапе УА резко
уменьшалась и затем постепенно возрастала, а
при увеличении дозировки свинца происходило
медленное уменьшение УА. Использование штам-
мов микроорганизмов в целом благоприятно ска-
зывалось на восстановлении активности фермента
как в нефтесодержащей почве, так и при совмест-
ном загрязнении.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В условиях модельного опыта загрязнение
нефтью, свинцом и комбинированное загрязне-
ние ими, а также биоаугментация отдельными
культурами углеводородокисляющих микроорга-
низмов (УВОМ) Thalassospira xiamenensis UOM 2,
Enterobacter sp. UOM 3, Pseudomonas songnenensis
UOM 4 и микробной композицией, состоящей из
вышеперечисленных штаммов, оказывали влия-
ние на биологическую активность выщелоченно-
го чернозема.

При всех изучаемых видах загрязнения наблю-
дался заметный фитотоксический эффект, кото-
рый выражался в ухудшении всхожести и тормо-
жении роста корней редиса. Применение УВОМ
уменьшало фитотоксичность. В почве с нефтью
наиболее эффективным оказался штамм бакте-
рий T. xiamenensis UOM 2; в случае комбиниро-
ванного загрязнения при концентрации свинца
450 мг/кг – Enterobacter sp. UOM 3 и P. songnenensis
UOM 4, при его более высоких концентрациях –
T. xiamenensis UOM 2 и микробная композиция.
Применение бактерий позволило перевести за-
грязненный выщелоченный чернозем в катего-
рию почв с умеренной фитотоксичностью.

Интродуцированные УВОМ хорошо прижива-
лись в почве, содержащей оба поллютанта. При
наличии только нефти, деградация углеводоро-
дов шла более интенсивно, чем в почве с ком-
плексным загрязнением без внесения бактерий.
Биоремедиация выщелоченного чернозема уси-
ливала деструкцию этих ксенобиотиов. В почве
только с нефтью их биодеградация достигала мак-
симальных значений при использовании микро-
организмов T. xiamenensis UOM 2 и P. songnenensis
UOM 4; при совместном действии поллютантов
наибольшая степень разложения углеводородов
наблюдалась при внесении Enterobacter sp. UOM 3
и P. songnenensis UOM 4 в почву со свинцом в ко-
личестве 450 мг/кг; T. xiamenensis UOM 2 и МК –
в почву с 900 и 1800 мг/кг.

Загрязнение почвы нефтью, а также совместное
загрязнение вызывали увеличение численности ге-
теротрофных микроорганизмов, очевидно, за счет
активного развития углеводородокисляющей мик-

робиоты. Наиболее чувствительными к присут-
ствию нефти и свинца оказались актиномицеты.

В почве, содержащей нефть, а также при ком-
плексном загрязнении была отмечена тенденция
по снижению каталазной активности. Внесение в
почву только ацетата свинца в количестве 450, 900
и 1800 мг/кг стимулировало активность фермен-
та. Использование для биоремедиации штаммов
микроорганизмов благоприятно сказывалось на
этом показателе.

Нефтяное загрязнение вызывало подавление
активности инвертазы, тогда как загрязнение поч-
вы свинцом, напротив, усиливало ее на начальном
этапе загрязнения. При комбинированной обра-
ботке поллютантами реакция почвенной инверта-
зы была неоднозначной, однако биоаугментация
почвы, содержащей только нефть, и почвы, содер-
жащей еще дополнительно и свинец, в отдельных
случаях оказывала положительное воздействие на
активность данного фермента.

Совместное действие поллютантов ингибиро-
вало уреазную активность сильнее, чем загрязне-
ние только свинцом. Использование штаммов
микроорганизмов в целом благоприятно сказы-
валось на восстановлении активности уреазы как
в нефтезагрязненной почве, так и в почве, содер-
жащей комплекс поллютантов.
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Influence of Bioremediation on the Biological Activity of Leached Chernozem, 
Contaminated with Oil and Lead

G. F. Rafikova1, E. V. Kuzina1, and T. Yu. Korshunova1, *
1 Ufa Institute of Biology of the Ufa Federal Research Center of the Russian Academy of Sciences, Ufa, 450054 Russia

*е-mail: korshunovaty@mail.ru

In a model experiment, a complex analysis of the effect of contamination with oil, lead and their combina-
tions, as well as bioremediation using microorganisms, on the biological activity of leached chernozem (Luvic
Chernozem) was carried out. The object of the study was the soil sampled on the territory of the Ufa region
of the Republic of Bashkortostan and artificially contaminated with the listed pollutants. For its treatment,
hydrocarbon-oxidizing bacterial strains resistant to high concentrations of lead ions were used. All types of
pollutants increased the phytotoxicity of the soil, and the use of microorganisms reduced it, which was man-
ifested in an increase in the seed germination index by 1.2‒19.2% compared to untreated variants. The intro-
duction of lead into oil-contaminated soil reduced the degree of decomposition of hydrocarbons by 4.4–11.2%.
Bacterization of contaminated soils enhanced the degradation of hydrocarbons by 6.2–33.8%. In soils with
oil, oil and lead, the total number of microorganisms increased. Actinomycetes were the most sensitive to the
presence of xenobiotics. By the end of the experiment, the enzymatic activity of the oily soil decreased. The
presence of lead slightly increased the catalase and invertase activities in the first half of the experiment. The
combined contamination significantly suppressed the activity of catalase and urease. Bioaugmentation favor-
ably affected the restoration of the enzymatic activity of the soil. The bacteria used contributed to a decrease
in phytotoxicity and an increase in the enzymatic activity of the soil, which makes them promising agents for
soil bioremediation.

Keywords: oil, lead, hydrocarbon-oxidizing bacteria, phytotoxicity, enzymatic activity
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