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Аннотация
В модельных опытах по рекультивации ex situ лесной подзолистой почвы, загрязнен-

ной нефтью, апробированы различные стимулирующие факторы. В качестве факторов 
ускорения разложения нефти в почве использовали: повышенную влажность, темпера-

турный режим, неионогенное поверхностно-активное вещество (ПАВ) и минеральные 
удобрения. Содержание нефтепродуктов (НП) в почвенных образцах определяли через 
30 и 60 суток после начала рекультивации. В результате не выявлено достоверных от-

личий (p > 0,05) по содержанию НП между различными вариантами биостимуляции. 
Сделан вывод об устойчивости выбранного типа почв к нефтяному загрязнению и 
значительному потенциалу самовосстановления при благоприятных условиях.
Выявлена динамика биохимических параметров почвы на примере целлюлазной и 
протеазной активности. Целлюлазная активность фактически отсутствовала через 30 
и 60 суток после внесения нефти в почву в варианте, моделирующем самовосстанов-

ление, и в варианте с добавлением ПАВ, однако сохранялась достаточно высокой в 
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опытах с добавлением минеральных удобрений. Протеазная активность определялась 
в почве при всех вариантах биостимуляции, однако имела пониженное по сравнению 
с контрольными значение.
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Введение
Добыча и переработка нефти в Республике Коми является одной из ключевых 
отраслей промышленности, однако это приводит к усилению антропогенной 
нагрузки на лесные экосистемы, в частности из-за аварийных нефтеразливов. 
Ликвидация нефтяных загрязнений в лесных экосистемах является достаточно 
сложной проблемой ввиду удаленности от транспортной инфраструктуры и, как 
следствие, усложнения работ по рекультивации. При попадании больших коли-

честв нефти в природную среду нарушаются устоявшиеся экологические взаи-

мосвязи микроорганизмов, а также высших животных и растений. Нефтеразли-

вы приводят к изменению физических свойств почв, нарушению воздухообме-

на, ухудшению циркуляции воды и, соответственно, уменьшению поступления 
различных питательных веществ, необходимых для обеспечения жизнедеятель-

ности организмов почвы. Все это приводит к формированию нового биоценоза, 
адаптирующегося к техногенному загрязнению [17, 19].

Основной задачей в случае ликвидации нефтяного загрязнения является 
восстановление первоначального состояния экосистемы при минимальных за-

тратах времени. Для этого применяют комплекс мер, включающих как биоауг-

ментацию (внесение специализированных штаммов микроорганизмов), так и 
биостимуляцию, направленную на активацию аборигенных микроорганизмов, 
сохранивших жизнеспособность в условиях техногенного воздействия [9, 12, 
15]. Многие биопрепараты, такие как «Ленойл», «Эко Сейв», «Биоойл», вышли 
на стадию коммерциализации и зарекомендовали себя как эффективные средства 
при восстановлении нефтезагрязненных почв. Как правило, для таких препара-

тов подбирают специальные штаммы микроорганизмов, которые обладают 
наибольшей эмульгирующей способностью. Микробные биоэмульгаторы пред-

ставляют собой гликолипиды или липопротеины [21, 24] и секретируются микро-

организмами во внешнюю среду с целью облегчения диффузии нефтепродуктов 
для последующего внутриклеточного окисления. Из недостатков биоаугмента-

ции можно назвать необходимость содержания целого биотехнологического 
комплекса для получения биопрепаратов, что сказывается на конечной стоимо-

сти рекультивационных работ. Более того, необходим строгий контроль на 
стадии получения эффективных штаммов ввиду наличия эффектов диссоциа-

Тарабукин Д. В.



31Модельная рекультивация ex situ и оценка ...

Экология и природопользование.  2019.  Том 5. № 1

тивных переходов в пределах одного изолированного вида микроорганизмов и, 
как следствие, появления неактивных по отношению к нефтепродуктам вари-

антов [14, 20].
Биостимуляция как метод восстановления нефтезагрязненных объектов 

более прост, чем биоаугментация, но требует знания о первичном состоянии 
микробных сообществ почв. Можно предположить, что аборигенные микро-

организмы наиболее устойчивы к действию как биотических, так и абиотических 
факторов среды ввиду естественного отбора наиболее устойчивых линий. К 
примеру, в работе [23] указано, что при добавлении специализированных штам-

мов углеводородокисляющих микроорганизмов к нефтезагрязенной суглинисто-
подзолистой почве эффект по снижению концентрации нефтепродуктов по 
сравнению с контролем слабо выражен, из чего следует, что аборигенная микро-

биота, присутствующая на месте, более эффективна при рекультивации, поэто-

му ее биостимуляция предпочтительней.
Цель настоящей работы: оценить влияние стимулирующих факторов на 

эффективность разложения нефти в верхних слоях лесной подзолистой почвы 
при моделировании рекультивации ex situ.

Объекты и методы исследования
Еловые леса Республики Коми являются преобладающими по площади [3]. В ка-

честве объекта исследования использовали верхний слой (лесная подстилка и гу-

мусово-элювиальный горизонт) подзолистой почвы глубиной 10 см, отобранный в 
ельнике зеленомошном в окрестностях Сыктывкара. Перед началом эксперимента 
слой почвы просеивали через сито с размером отверстий 3 мм. Образец почвы 
массой 30 г (влажность 35%) помещали в чашку Петри, добавляли 6 г нефти (Усин-

ского месторождения), тщательно перемешивали. Далее были смоделированы 
следующие варианты рекультивация ex situ (таблица 1). Вариант 1 моделировал 
самовосстановление почвы, в образец была добавлена только водопроводная вода 
для установления определенного уровня влажности. В других вариантах опыта, 
помимо воды, вносили добавки, активизирующие процесс разрушения нефти. В 
качестве контроля служили почвенные образцы без внесения нефти.

Образцы почвы в чашках Петри помещали в воздушный термостат и инку-

бировали при 35 °С в течение 60 суток. В процессе инкубирования из чашек с 
образцами отбирали пробы через 10, 30 и 60 суток, сушили до воздушно-сухо-

го состояния и измеряли целлюлазную и протеазную активность. Остаточное 
содержание НП определяли в пробах после 30 и 60 суток инкубирования.

Одна единица протеазной активности равнялась такому количеству фермен-

тов в 1 г почвы, которое образовывало 1 мкг не осаждаемых трихлоруксусной 
кислотой растворимых белков при действии на 0,5% раствора бычьего сыворо-

точного альбумина за 1 час [18]. Растворимые белки определяли модифициро-

ванным методом Лоури [4].
Одна единица целлюлазной активности равнялась такому количеству фер-

ментов, которое образовывало 1 мкг восстанавливающих сахаров, образующих-
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ся при действии 1 г почвенного образца на 1% раствора карбоксиметилцеллю-

лозы (КМЦ) за 1 час. Восстанавливающие сахара определялись методом Шо-

модьи — Нельсона [22]. Калибровочная прямая строилась по глюкозе.
Содержание НП в образцах почвы определяли гравиметрическим методом. 

Для этого из навески почвы последовательно делали серию экстракций НП хло-

роформом до достижения прозрачного раствора. Далее из полученного экстракта 
на водяной бане посредством холодильника отгоняли до конечного объема 20 см3 

избыток хлороформа. Оставшуюся часть экстракта выветривали в вытяжном 
шкафу до постоянной массы сухого остатка при температуре 25 °C. Затем полу-

ченный сухой остаток экстрагировали гексаном и полученный раствор вносили 
на хроматографическую колонку, заполненную оксидом алюминия массой 6 г. 
Колонку перед внесением экстракта предварительно промывали 10 см3 чистого 
гексана. Объем гексана, затраченного на экстракцию сухого остатка, составлял 
40 см3. Полученный элюат собирали в предварительно взвешенные бюксы и вы-

ветривали в вытяжном шкафу при 25 °C до постоянной массы. Разница между 
массой пустого бюкса и бюкса с сухим остатком принималась за значение НП. 
Анализ выполнялся в аккредитованной лаборатории «Экоаналит» Института 
биологии Коми научного центра Уральского отделения РАН.

Результаты и обсуждение
В принятых для рекультивации ex situ условиях происходило достаточно эф-

фективное разложение нефти при начальной концентрации 122 ± 8,2 мг/г  

Таблица 1

Варианты рекультивации ex situ 

загрязненной (30%) нефтью почвы

Table 1

Ex situ recultivation options for oil 

polluted (30%) soil

№ опыта
Водопроводная  

вода
(30 см3)

Удобрение
(калий-азот- 
фосфатное,

Диаммофоска, 
марка Б,

ТУ–113-08-569-98), 
0,4 г

Неионогенный ПАВ
(Лаурилглюкозид), 

6 мг

Вариант 1 + – –

Вариант 2 + + –

Вариант 3 + – +

Вариант 4 + + +

Контроль 1 + – –

Контроль 2 + + –

Контроль 3 + – +

Тарабукин Д. В.
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(таблица 2). При этом в контрольных опытах значение НП через 30 суток не 
превышало 0,3 мг/г, а через 60 суток — 0,2 мг/г, поэтому в дальнейшем во вни-

мание не принималось. Следует отметить, что основная масса определяемых 
НП разлагалась за 30 суток при достаточно высокой влажности и стабильной 
температуре. Незначительные изменения по снижению содержания НП в пробах 
после 60 суток говорят о том, что уменьшалась доля легкоутилизируемых ком-

понентов нефти, и, как следствие, процесс утилизации замедлился. Также 
можно предположить, что сыграл фактор постепенного уменьшения содержания 
воды в почвенных пробах в процессе инкубации.

Анализ содержания НП в почвенных образцах на 30 и 60 сутки выявил не-

значительные отличия между вариантами биостимуляции (таблица 2), поэтому 
можно говорить о том, что в выбранном типе почвы содержится достаточно 
большой объем (титр) микроорганизмов, адаптирующихся к повышенной кон-

центрации нефти и разлагающих ее без дополнительных добавок. В то же вре-

мя для дальнейшей полной утилизации тяжелых фракций нефти наличие до-

бавок в виде ПАВ имеет положительную тенденцию к увеличению скорости 
разложения (таблица 2, вариант 3, 60 суток). Бесспорно, одним из главных 
факторов интенсивного разложения нефтепродуктов является стабильный тем-

пературный режим в 35 °C и оптимальная влажность. В естественных условиях, 
особенно в северных регионах, таких условий достичь не представляется воз-

можным, однако при проведении рекультивационных работ с извлеченным 
грунтом, к примеру в технологиях компостирования, проще достичь оптималь-

ных параметров для интенсификации биоразложения нефтепродуктов.
Комплекс биохимических показателей ферментативной активности почвы 

используется для оценки эффективности биоремедиации загрязненных объектов 
[16]. В случае нефтяного загрязнения одним из наиболее показательных биохи-

Таблица 2

Остаточное содержание 
нефтепродуктов в образцах почвы

Table 2

Residual oil content in soil samples

№ Вариант 1 Вариант 2 Вариант 3 Вариант 4

30 суток

Количество НП, мг/г 
образца почвы 77,2 ± 4,1 86 ± 6,2 79,8 ± 2,8 77,1 ± 5,5

Степень конверсии НП, % ≈37 ≈30 ≈35 ≈37

60 суток

Количество НП, мг/г 
образца почвы 75,4 ± 3,9 76,3 ± 5,5 70,3 ± 3,4 73,7 ± 1,8

Степень конверсии НП, % ≈39 ≈38 ≈43 ≈41
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мических параметров является дегидрогеназная активность, характеризующая 
класс оксиредуктаз [5, 8]. Однако в ряде случаев активность этих ферментов 
может повышаться с увеличением доли нефтепродуктов, в другом случае, наобо-

рот, понижаться [13]. Для некоторых типов почв, таких как серая лесная почва, 
загрязненная сырой нефтью, не выявлено достоверных изменений ее активности 
в полевых условиях [7].

В качестве другого показательного биохимического параметра может при-

меняться уреазная активность. Повышенный или пониженный показатель 
уреазной активности, по сравнению с фоновыми почвами, может говорить об 
угнетении или, наоборот, об интенсификации биохимических процессов мета-

болизма азотистых соединений. В целом для разных типов почв необходимо 
опытным путем находить наиболее чувствительные биохимические показатели.

Т. к. объектом исследования была лесная подзолистая почва с выраженной 
подстилкой, богатая растительными остатками, было целесообразно проверить 
целлюлазную активность на различных этапах рекультивации ex situ. В работе 
[6] указано, что целлюлозоразрушающие микроорганизмы, являющиеся специфи-

ческими продуцентами целлюлаз, очень чутко реагируют на нефтяное загрязнение 
и длительное время после контаминации находятся в угнетенном состоянии, 
поэтому активность почвенных целлюлаз может служить индикатором состояния 
почв. Также применяли биохимический параметр протеазной активности, который 
затрагивает большое количество классов микроорганизмов, присутствующих в 
почве, и связан с метаболизмом органического азота. К примеру, в работах [11, 
12] указано, что нефтяное загрязнение снижает активность почвенных протеаз, 
хотя есть данные о стимулировании активности протеазы [5].

В опытах нефть и повышенная влажность субстрата стимулировали актив-

ность грибов-микромицетов при добавлении минеральных удобрений. Визу-

ально наблюдалось наличие мицелия на поверхности нефтезагрязненных проб 
(рис. 1В и 1Д). В работе [10] установлено, что преобладающими грибами-микро-

мицетами при нефтяных загрязнениях являются грибы рода Penicillium, хотя 
могут встречаться и Aspergillus, Fusarium, Мycelia. В то же время добавка в 
загрязненную почву только одного ПАВ приводила к полному подавлению 
роста микроскопических грибов (рис. 1Г). Вероятно, в опыте происходила де-

эмульгация нефти и распределение ее низкомолекулярных фракций в водной 
фазе, что проявлялось в деструктивном эффекте на клеточные мембраны микро-

мицетов. При совместном введении минеральных удобрений и ПАВ грибы-
микромицеты были более устойчивы, в результате чего через 60 суток пробы 
полностью были покрыты мицелием (рис. 2).

Анализ биохимической активности почвы выявил, что даже при концентра-

ции нефти порядка 30% активность целлюлаз и протеаз может зависеть от до-

бавок, вносимых при рекультивации (рис. 3). Введение минеральных удобрений 
способствовало относительно стабильному показателю целлюлазной актив-

ности (рис. 3Б и 3Г), причем даже при наличии большой концентрации нефтя-

ного загрязнения исследуемая величина была выше, чем в контроле (рис. 4А), 
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Рис. 1. Образцы нефтезагрязненной 
почвы через 10 дней после начала 
инкубирования

Примечания: А — исходный вид 
загрязненной почвы перед началом 
инкубирования, Б — вариант 1,  
В — вариант 2, Г — вариант 3, 
Д — вариант 4.

Fig. 1. Samples of oil-contaminated soil 
10 days after the start of incubation

Notes: A — the initial type of contaminated 
soil before incubation, Б — option 1,  
В — option 2, Г — option 3, Д — option 4.

Рис. 2. Образец нефтезагрязненной 
почвы через 60 суток (вариант 4)

Fig. 2. Sample oil-contaminated soil 
after 60 days (option 4)
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Рис. 3. Ферментативная активность 
при различных режимах 
рекультивации ex situ

Примечания: А — вариант 1,  
Б — вариант 2, В — вариант 3,  
Г — вариант 4.

Fig. 3. Enzymatic activity in various 
modes of ex situ remediation

Notes: A — option 1, Б — option 2, 
В — option 3, Г — option 4.

однако впоследствии наблюдалась тенденция к ее уменьшению. С другой 
стороны, после внесения в загрязненную почву только ПАВ, как и в варианте 
с самовосстановлением, не выявлено наличие целлюлазной активности после 
10 суток инкубации (рис. 3А и 3В), в то время как в контрольной почве с ПАВ 
отмечалась тенденция к ее увеличению (рис. 4В). Т. к. целлюлазы в почве в 
большей степени характеризуют биохимическую активность грибов-микро-

мицетов, чем бактерий [1], косвенно по величине этого параметра можно судить 
о жизнеспособности грибов в условиях нефтяного загрязнения. Следователь-

но, внесение минеральных удобрений оказывает положительный эффект на 
устойчивость микроскопических грибов к НП.

Показатель протеазной активности был достаточно стабильным во всех 
опытах (рис. 3). Причем варианты 1, 3, 4 имели схожий профиль, связанный с 
падением активности в период от 10 до 30 суток, с последующей тенденцией 
восстановления через 60 суток. В то же время для варианта 2 был зарегистри-

рован незначительный стабильный рост протеазной активности, схожий с 
контрольным опытом без добавок (рис. 4A). Следует отметить, что в контроль-

ной почве после внесения удобрений наблюдался резкий скачок протеазной 
активности (рис. 4Б) на 30 сутки с последующей стабилизацией к концу опыта.
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Рис. 4. Ферментативная активность 
в контрольных образцах почвы

Примечания: А — контроль 1,  
Б — контроль 2, В — контроль 3.

Fig. 4. Enzymatic activity in the control 
samples of the soil

Notes: A — control 1, Б — control 2, 
В — control 3.

В целом параметр активности целлюлаз как показатель восстановления при 
рекультивации нефтезагрязненных почв может применяться для оценки эффек-

тивности тех или иных методов при сопоставлении с фоновыми почвами. В ис-

следовании [6] приходят к выводу, что, несмотря на достаточно убедительные 
результаты и неоспоримый потенциал применения целлюлаз в диагностических 
целях, в работе с ними встретились с определенными сложностями методическо-

го плана. Методики определения активности этих ферментов требовали длитель-

ных периодов инкубации и экспозиции, что позволяло получить результаты не 
ранее чем через две недели после начала эксперимента. В нашем опыте исполь-

зование водорастворимой КМЦ в качестве субстрата для определения целлюлаз-

ной активности позволяло получить приемлемые результаты в течение 30 часов.
Можно заключить, что показатель протеазной активности в биохимических 

процессах характеризует интенсивность метаболизма белковых соединений в ус-

ловиях сильного нефтяного загрязнения на различных стадиях восстановления. Он 
менее чувствителен к добавкам и скорее дает общую картину происходящих в 
почве процессов при рекультивации. Таким образом, его целесообразно применять 
наряду с другими параметрами биохимической диагностики.
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Заключение
Лесная подзолистая почва сохраняет биохимический потенциал в условиях по-

вышенной концентрации нефти и способна к эффективному самовосстановле-

нию при достижении оптимальной влажности и температуры. Статистически 
достоверного увеличения скорости разложения НП за счет введения минераль-

ных удобрений и ПАВ на начальном этапе не выявлено. Предполагается, что 
положительный эффект от внесения дополнительных биостимуляторов может 
проявиться на более поздних сроках рекультивации. Применение ПАВ для 
эмульгирования свежих нефтеразливов может привести к негативному эффекту 
от солюбилизации низкомолекулярных фракций нефти. Следовательно, более 
целесообразно использовать ПАВ для застарелых нефтезагрязнений. С учетом 
выявленных особенностей верхние слои лесной подзолистой почвы стоит рас-

сматривать как эффективную среду для проведения рекультивации in situ, не 
требующую внесения дополнительных специализированных микроорганизмов, 
однако подтверждение данного предположения требует отдельных сравнитель-

ных экспериментов.
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Abstract

This article presents model experiments on the ex situ remediation of forest podzolic soil 
polluted with oil, where various stimulating factors were tested. The author has used the 
following factors to accelerate the decomposition of oil in the soil: high humidity, temper-
ature, non-ionic surfactant, and mineral fertilizers. The oil content in the soil samples was 
measured 30 and 60 days after the start of remediation. 
The results show no significant differences (p > 0.05) in the content of oil products between 
different biostimulation options. The author concludes that the selected soil type is resistant 
to oil pollution and has a significant potential for self-recovering under favorable conditions.
Variations in cellulase and protease activity in the soil occurred during various periods of 
remediation. There was no cellulase activity 30 and 60 days after the oil was introduced 
into the soil in the two cases: a) when simulating self-recovery and b) with the addition of 
surfactants. However, cellulase activity remained quite high in the experiments with the 
addition of mineral fertilizers. Protease activity was present in the soil in all biostimulation 
options, though it had a lower value compared to the control.
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