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Загрязнение почв нефтью часто сопровождается загрязнением сточными водами нефтепромыслов,
содержащими значительное количество NaCl, что усиливает негативное воздействие углеводородов
на почву, растения и почвенную микробиоту. Поэтому для биотехнологической очистки таких ком-
плексно контаминированных почв следует использовать устойчивые к засолению углеводородо-
кисляющие бактерии. В модельном эксперименте изучено влияние искусственного загрязнения
нефтью (5%) и хлоридом натрия (1 и 3%) и их сочетаниями, а также биоремедиации с использова-
нием галотолерантных углеводородокисляющих бактерий на биологическую активность чернозема
выщелоченного (Luvic Chernozem). Контаминация почвы всеми видами загрязнения увеличивала
ее фитотоксичность, при этом бактеризация не оказывала положительного эффекта на этот показа-
тель в присутствии NaCl, а также при комбинированном загрязнении, но способствовала уменьше-
нию токсичности для растений нефтесодержащей почвы. Наиболее чувствительными к присут-
ствию нефти и/или NaCl были актиномицеты, численность которых уменьшалось на 1–2 порядка.
Интродукция микроорганизмов усиливала разложение углеводородов, в том числе в комплексно
загрязненной почве на 10.5–31.8%. Наличие поллютантов подавляло активность почвенных фер-
ментов. Бактеризация способствовала некоторому повышению уровня активности каталазы в поч-
ве с нефтью, восстанавливала активность уреазы в нефтесодержащей почве и при совместном дей-
ствии поллютантов и увеличивала активность инвертазы при комбинированном загрязнении.
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время и в среднесрочной пер-

спективе углеводороды остаются основным ис-
точником энергии на планете. В ходе их извлече-
ния и переработки на все компоненты окружаю-
щей среды оказывается значительное негативное
воздействие [53, 64]. Особенно сильно из всех
природных сред страдает почва, причем не только
там, где непосредственно происходит процесс до-
бычи, но и на близлежащих территориях, на кото-
рых расположены многочисленные коммуника-
ции и промысловые объекты.

Контаминация углеводородами зачастую со-
провождается дополнительным загрязнением
высокоминерализованными нефтепромысловы-
ми сточными водами (НПСВ), способствующи-
ми техногенному засолению почв [4]. Они вклю-

чают в себя пластовые, то есть извлекаемые вме-
сте с нефтью подземные воды, составляющие
80‒95% объема НПСВ, и производственные
сточные воды, образующиеся в процессе сбора,
транспортировки и первичной подготовки нефти.
Значительная часть солевого компонента НПСВ
приходится на хлориды [1], в основном на хлорид
натрия [2, 3, 17]. Одновременное присутствие в
почве нефти и NaCl приводит к тому, что отрица-
тельные последствия, вызванные углеводорода-
ми [26, 32, 55], усугубляются хлоридом натрия,
который, в свою очередь, угнетает рост и развитие
растений, подавляет жизнедеятельность почвен-
ной микробиоты и ингибирует активность фер-
ментов [12, 38, 42]. Все вышеизложенное затрудня-
ет применение для биотехнологической очистки
почв, подвергшихся такому комбинированному
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загрязнению, микроорганизмов, не являющихся
представителями автохтонной микробиоты,
адаптированной к выживанию в условиях высо-
кой минерализации среды [33, 38, 42, 56]. Выхо-
дом из сложившейся ситуации может стать прове-
дение восстановительных работ с помощью галото-
лерантных бактерий-нефтедеструкторов. Наиболее
информативными критериями для оценки состоя-
ния почвы до и после биоремедиации являются
биологические показатели, которые первыми ре-
агируют на внешнее воздействие и, как правило,
коррелируют с содержанием загрязняющего ве-
щества [28, 36, 55].

Цель работы – исследование влияния обра-
ботки галотолерантными бактериями-нефтеде-
структорами на содержание углеводородов, фи-
тотоксичность, ферментативную активность и
численность некоторых эколого-трофических
групп микроорганизмов чернозема выщелочен-
ного, загрязненного нефтью и хлоридом натрия.

ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ

Объекты исследования. Исследовали верхний
горизонт (0–20 см) почвы (чернозем выщелочен-
ный (Luvic Chernozem)), отобранной на террито-
рии Уфимского района Республики Башкорто-
стан и имеющей следующие характеристики: гу-
мус – 6.8%, pHKCl – 6.40, Nвал – 0.61%, подвижные
P2O5 и K2O (0.2 н. KCl) – 94.5 и 101.7 мг/кг почвы
соответственно. Предварительно очищенную от
растительных остатков, высушенную до воздуш-
но-сухого состояния и просеянную через сито
(размер ячеек 1 см) почву помещали по 3 кг в ве-
гетационные сосуды. Для оптимизации водно-
воздушного режима использовали дренаж, в тече-
ние опыта поддерживали влажность на уровне
60% от полной влагоемкости и проводили регу-
лярное рыхление. В опытные варианты вносили
нефть (плотность – 852 кг/м3, вязкость – 28 мПа с,
состав (мас. %): парафины – 3.3, смолы – 8.5, ас-
фальтены – 5–9 (мас. %)) в количестве 50 г/кг
почвы (5 мас. %). Хлоридно-натриевое засоление
имитировали путем внесения водного раствора
соли из расчета 1 и 3% NaCl (х. ч.) от веса почвы.
Интродукцию микроорганизмов осуществляли в
виде жидкой культуры в количестве 2 × 106 КОЕ
(колониеобразующих единиц) на 1 г почвы. В те
варианты, в которые не было предусмотрено до-
бавление соли и/или инокулята, вносили соот-
ветствующее количество дистиллированной во-
ды. Повторность опыта трехкратная. Контролем
служила почва без добавок NaCl, нефти и бакте-
рий. Отбор проб проводили в начале (третьи сутки)
и в конце эксперимента (95-е сутки). Образцы су-
шили на воздухе и просеивали через сито с разме-
ром ячеек 2 мм.

Штаммы микроорганизмов. Для биоремедиации
использовали бактерии из коллекции микроорга-
низмов Уфимского Института биологии УФИЦ
РАН: Thalassospira xiamenensis UOM 2 (UOM 2),
Enterobacter sp. UOM 3 (UOM 3), Pseudomonas song-
nenensis UOM 4 (UOM 4), обладающие углеводоро-
докисляющей активностью [21, 27] и микробную
композицию (МК), состоящую из всех вышепере-
численных штаммов в соотношении 1 : 1 : 1.

Бактерии культивировали на термостатируе-
мом шейкере при 180 об./мин и температуре 28°C
в течение 72 ч на мясо-пептонном бульоне [15].
Предварительно установлено, что микроорганиз-
мы обладали устойчивостью к хлориду натрия (5–
7%) и не проявляли антагонизма по отношению
друг к другу. Численность каждого штамма при
культивировании на среде Раймонда [58] с
нефтью (5%) и NaCl (3%) через 3 сут составляла
не менее 107 КОЕ/мл, что свидетельствовало о
способности бактерий к разложению нефти в
присутствии хлорида натрия.

Анализ численности учитываемых эколого-
трофических групп микроорганизмов осуществ-
ляли путем высева почвенной суспензии на агари-
зованные питательные среды: гетеротрофных – на
мясо-пептонный агар, углеводородокисляющих
(УВОМ) – на среду Раймонда со 100 мкл стериль-
ного дизельного топлива в качестве источника уг-
лерода, актиномицетов – на крахмало-аммиач-
ный агар, микромицетов – на подкисленную сре-
ду Чапека, олигонитрофилов и азотфиксаторов –
на среду Эшби [15].

Фитотоксичность образцов почвы оценивали
на влажных почвенных пластинках по всхожести
семян и росту корней растений редиса (Raphanus
sativus L.) согласно ФР.1.39.2006.02264. Фитоток-
сический эффект (ФЭ) тест-функции (%) рассчи-
тывали, как отношение разности показателя в
контроле и в испытуемой почве к показателю в
контроле.

Кислотность почвы (pHKCl) определяли потен-
циометрически согласно ГОСТ 26483-85.

Активность каталазы анализировали газомет-
рически по методу Галстяна, инвертазы – по Гал-
стяну путем определения количества редуцирую-
щих сахаров, уреазы – калориметрически по ме-
тоду Щербакова и Райхинштейна [19].

Содержание нефтепродуктов в почве устанав-
ливали гравиметрически как описано [50].

Статистическую обработку данных проводили
с помощью стандартных программ MS Excel. До-
стоверность различий оценивали по t-критерию
Стьюдента (p < 0.05). Данные на рисунках и в таб-
лицах представлены как среднее ± стандартная
ошибка. Взаимосвязь между параметрами рас-
считывали с помощью корреляционного анализа
(коэффициент корреляции Пирсона (r) по шкале
Чеддока).
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

рН почвы является одним из ключевых факто-
ров для роста и развития микроорганизмов [24,
51, 65]. Степень кислотности, определяемой в со-
левой вытяжке, в контрольной почве была ней-
тральной (6.40–6.42) (табл. 1). В вариантах, за-
грязненных нефтью без внесения NaCl (включая
варианты с бактеризацией), на третьи и 95-е сут-
ки эксперимента она составляла 6.35–6.41 и 6.10–
6.37 соответственно. Некоторое уменьшение пока-
зателей pH в процессе очистки могло произойти в
результате постепенного разложения нефтяных
углеводородов до органических кислот [56, 60].
Внесение хлорида натрия в количестве 1 и 3%
усиливало подкисление среды в начале опыта до
5.91–6.15, что объясняется перестройкой почвен-
но-поглощающего комплекса. Внедрение в него
Na+ сопровождается активным вытеснением и
выходом в почвенный раствор обменных Н+ и
А13+. Присутствие свободного иона Cl‒ в почвен-
ном растворе приводит к тому, что наряду с оста-
точным количеством нейтрального NaCl в нем
появляются такие соединения, как HCl и AlCl3,
дополнительно подкисляющие почву [3]. К концу
экспозиции наблюдалось подщелачивание сре-
ды, что, скорее всего, связано с высокой кислот-
но-основной буферностью черноземов [9, 13] и
приближение водородного показателя к значени-
ям, характерным для контрольной почвы. Таким
образом, поступление нефти и NaCl отдельно и
совместно приводит к изменению кислотно-ос-
новных свойств почвы. Тем не менее, реакция
среды оставалась благоприятной для микроорга-
низмов, так как pH в пределах 6–8 считается оп-
тимальным для их роста и развития [51, 54].

Численность эколого-трофических групп микро-
организмов. На попадание поллютантов в почву
первой реагирует микробиота, при этом уже на на-
чальных этапах загрязнения изменяется ее состав
и плотность популяции, а также метаболизм [14].
Поэтому численность микроорганизмов является
важным показателем биологической активности
почвы, который свидетельствует о ее состоянии.
Загрязнение нефтью приводило к значительному
возрастанию количества гетеротрофных микро-
организмов (в 20 раз), что, скорее всего, связано с
присутствием дополнительного источника углеро-
да в виде углеводородов (табл. 1). Наибольший
вклад в увеличение численности данной группы
вносили УВОМ, плотность популяции которых
выросла на 3 порядка (высокая степень корреля-
ции, r = 0.89, p > 99%). Обработка изучаемыми
штаммами (особенно UOM 2) на фоне нефти,
также сопровождалась ростом популяций гетеро-
трофных и углеводородокисляющих микроорга-
низмов, вероятно, за счет активного развития ин-
тродуцированных бактерий-деструкторов.

Внесение как в чистую, так и в нефтезагряз-
ненную почву NaCl, особенно в 3%-ной концен-
трации, вызывало уменьшение численности всех
изучаемых групп микроорганизмов, что подтвер-
ждает данные о негативном воздействии этого ве-
щества на рост и разнообразие микроорганизмов
[42, 56].

Наиболее заметный отклик на присутствие
нефти и хлорида натрия (в том числе совместное)
наблюдался у представителей порядка Actinomy-
cetales – их количество уменьшалось на 1–2 по-
рядка по сравнению с контролем. Вероятная при-
чина этого в том, что они плохо переносят загрязне-
ние углеводородами [29, 41, 61] и чутко реагируют
на изменение кислотности среды [6]. Возможно, в
составе актиномицетного комплекса изначально
превалировали виды, имеющие более узкий диа-
пазон значений pH среды, пригодных для роста.

Количество микроскопических грибов снижа-
лось на протяжении всего эксперимента (не более
чем на один порядок). В вариантах с бактеризаци-
ей это могло быть связано с конкуренцией между
УВОМ и микромицетами за источники углерода.

Внесение в почву нефти и/или хлорида натрия
вызывало некоторое уменьшение суммарного ко-
личества (в пределах одного порядка) олигонитро-
фильных и азотфиксирующих микроорганизмов.
Скорее всего, причиной такой реакции является
изменение соотношения C : N в загрязненной
почве в сторону углерода, что приводит к ухудше-
нию доступности азота как источника питания
для этих групп микроорганизмов. Интродукция
УВОМ способствовала увеличению численности
олигонитрофильных и азотфиксирующих микро-
организмов в ряде случаев. Данный показатель
был равен или даже несколько превышал кон-
трольные значения при обработке штаммом
UOM 2 почвы с нефтью и всеми тремя штаммами
и МК ‒ почвы с нефтью и NaCl (1%). Это, веро-
ятно, связано с активным разложением углеводо-
родов в случае применения указанных бактерий
(рис. 1), нормализовавшим углеродно-азотный
баланс в почве.

Биодеструкция углеводородов. Самоочищение
как комплексно загрязненной почвы, так и той, в
которой присутствовала только нефть, происхо-
дило с одинаковой интенсивностью – биодеграда-
ция углеводородов к концу эксперимента составля-
ла 51.8–53.0% соответственно. Общеизвестно, что
уменьшение содержания органических поллютан-
тов происходит в основном за счет биоразложения
[14, 38], хотя физико-химические процессы (испа-
рение, сорбция и пр.) также могут вносить свой
вклад [49]. В настоящем эксперименте интродук-
ция галотолерантных бактерий ускоряла деструк-
цию углеводородов (на 10.5–30.8% – в нефтеза-
грязненной почве, на 17.6–31.8% и 16.6–27.6% – в
почве с нефтью и NaCl (1 и 3% соответственно).
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Наиболее эффективно на фоне нефти зарекомен-
довал себя штамм UOM 2, благодаря примене-
нию которого деградация углеводородов достигла
83.8%. В условиях хлоридно-натриевого засоле-
ния самые высокие показатели зафиксированы
для штамма UOM 4 (79.4 и 84.2%), а UOM 2 и
UOM 3 проявили себя одинаково (75.3–77.0 и
68.4–69.8% в присутствии 1 и 3% NaCl соответ-
ственно). Обработка МК во всех вариантах опыта
приводила к более низким результатам (63.5–
70.0%), чем интродукция отдельных штаммов, но
все равно была более действенной, чем самоочи-
щение.

Считается, что содержание хлорида натрия яв-
ляется основным фактором, влияющим на про-
цесс биоремедиации нефтяных углеводородов в
почве, так как стресс, вызванный возрастанием
осмотического потенциала клеток из-за повы-
шенного содержания соли, приводит к торможе-
нию разложения загрязняющих веществ [34, 47,
49]. Однако в работе [30] обнаружено, что низкий
уровень NaCl (0.3%) незначительно усиливал
скорость минерализации гексадекана в арктиче-
ской почве, а Звягинцевой с соавт. [67] показано,
что деградация турбинного масла культурами
Rhodococcus erythropolis и Dietzia maris увеличива-
лась при содержании в среде 0.5 и 2.5% NaCl со-
ответственно. Такое стимулирующее влияние мо-
жет объясняться тем, что некоторое количество
соли обеспечивает более ионно-сбалансирован-

ную среду для микроорганизмов или способству-
ет диспергированию глинистых минералов в поч-
ве [35] и тем самым создает большую площадь по-
верхности для прикрепления бактериальных
клеток или для доступа к микроэлементам. В на-
стоящем исследовании положительное воздей-
ствие малой концентрации хлорида натрия (1%)
на разложение нефти наблюдалось при использо-
вании штаммов UOM 3 и UOM 4. Эффективность
биодеструкции в этих вариантах была несколько
выше (72.0 и 84.2% соответственно), чем при ис-
пользовании указанных бактерий в почве только
с нефтью (65.8 и 79.8%) и в почве с нефтью, содер-
жащей 3% NaCl (68.4 и 79.4%) (рис. 1).

Фитотоксичность активно используется в каче-
стве показателя, оценивающего уровень загряз-
нения почв поллютантами [10, 44, 62, 63]. Согласно
ФР.1.39.2006.02264, выделяют 5 степеней (клас-
сов) токсичности почв: практически не токсич-
ные (снижение всхожести семян и угнетение ро-
ста корней по сравнению с контрольной пробой в
пределах 20%), мало- и умеренно токсичные,
опасно токсичные и высоко опасно токсичные
(угнетение 20–40, 40–60, 60–80 и 80–100% соот-
ветственно). В конце опыта всхожесть семян и
удлинение корня в контрольной почве составили
93.3 и 98.0% соответственно, тогда как в нефтеза-
грязненной – только 63.1 и 46.2% (табл. 2), что
объясняется прямым токсическим действием уг-
леводородов, а также образованием на поверхно-

Рис. 1. Биодеструкция углеводородов в конце эксперимента.
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сти семян нефтяной пленки, уменьшающей до-
ступность воды и препятствующей процессу про-
растания [25, 39]. На фоне нефти интродукция
УВОМ положительно сказывалась на измеряе-
мых показателях растений, переводя контамини-
рованную почву из умеренно токсичной в катего-
рию малотоксичных и практически не токсичных
(в случае штамма UOM 2), что, вероятно, связано
с увеличением скорости биоразложения углево-
дородов и, как следствие, уменьшением количе-
ства токсичных компонентов нефти [39].

Известно, что отрицательное воздействие хло-
рида натрия сказывается на растениях уже на са-
мых ранних этапах развития, в период набухания
и прорастания семян [38]. Причиной этого явля-
ется вызываемое им повышение осмотического
потенциала клеток, снижение скорости поглоще-
ния воды, ионный дисбаланс и т.п. [22].

Внесение NaCl в количестве 3% полностью
подавляло всхожесть и прорастание семян во всех
вариантах опыта, делая почву полностью непри-
годной для роста и развития растений редиса
(данные в табл. 2 не представлены). 1%-ное со-
держание NaCl вызывало уменьшение всхожести
(до 58.3 и 59.0%) и резкое сокращение длины кор-
ней (до 8.6 и 18.0%) как в контрольной, так и в
нефтезагрязненной почве. В результате этого
контрольная почва по степени фитотоксичности
перешла в класс опасно токсичных, а нефтесо-
держащая почва стала считаться умеренно токсич-
ной (табл. 2). Применение бактерий привело к не-
которому уменьшению среднего ФЭ по двум
тест-функциям в комплексно загрязненной поч-
ве (с 59.2 до 49.3–56.7), которое оказалось недо-
статочным для отнесения почвы к классу мало-
токсичных.

Ферментативная активность почвы. Важней-
шим звеном в ходе восстановления почв являются
почвенные ферменты, которые катализируют
специфические процессы биодеградации загрязня-
ющих веществ [20, 55]. Реактивность ферментов яв-
ляется объективным показателем биологической
активности почвы, отражающим интенсивность и
направленность протекающих биохимических про-
цессов. Она предложена как потенциальный ин-
дикатор качества почвы из-за ее связи с почвенной
биотой, легкости определения и быстрого отклика
на присутствие различных поллютантов [37, 43].
Однако данные о связи между уровнем загрязне-
ния и ферментативной активностью трудно ин-
терпретировать из-за высокой лабильности по-
следней [31], поэтому на сегодняшний день для
проведения экологических исследований не су-
ществует единого перечня почвенных ферментов
и методов их определения. Но большинство авто-
ров сходятся в том, что необходимо изучать актив-
ность комплекса ферментов, среди которых долж-
ны быть представители окислительно-восстано-
вительных и гидролитических ферментов [23].

Активность каталазы. Деструкция нефти в
почве является результатом окислительно-вос-
становительных процессов, происходящих в ос-
новном при участии ферментов класса оксидоре-
дуктаз. Входящая в него каталаза ускоряет разло-
жение образующегося в процессе биологического
окисления (в том числе нефти [48]) пероксида во-
дорода на воду и молекулярный кислород, тем са-
мым обеспечивая им микроорганизмы, участву-
ющие в процессах разложения углеводородов.
Каталаза относится к числу индикаторных фер-
ментов: ее активность, наряду с численностью ос-
новных групп почвенной микробиоты, отражает

Таблица 2. Фитотоксичность чернозема выщелоченного в конце эксперимента

Примечание. Прочерк – не определяли.

Вариант опыта
Всхожесть 

семян ФЭ Удлинение 
корня ФЭ

Средний ФЭ 
по двум

тест-функциям Токсичность проб

%

Контроль 93.3 – 98.0 – – –
НЗП 63.1 32.4 46.2 52.9 42.7 Умеренно токсичная
НЗП + UOM 2 92.4 0 74.5 24.0 12.0 Практически не токсичная
НЗП + UOM 3 74.8 19.8 70.3 28.3 24.1 Малотоксичная
НЗП + UOM 4 82.2 11.9 67.0 31.6 21.8 Малотоксичная
НЗП + МК 79.4 14.9 62.0 36.7 25.8 Малотоксичная
Контроль + 1% NaCl 58.3 37.5 8.6 91.2 64.4 Опасно токсичная
НЗП + 1% NaCl 59.0 36.8 18.0 81.6 59.2 Умеренно токсичная
НЗП + 1% NaCl + UOM 2 75.2 19.4 20.5 79.1 49.3 Умеренно токсичная
НЗП + 1% NaCl + UOM 3 65.1 30.2 19.0 80.6 55.4 Умеренно токсичная
НЗП + 1% NaCl + UOM 4 66.7 28.5 20.0 79.6 54.1 Умеренно токсичная
НЗП + 1% NaCl + МК 60.0 35.7 22.0 77.6 56.7 Умеренно токсичная
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интенсивность процессов очищения почвы от
нефти [7, 11]. На начальном этапе эксперимента в
нефтезагрязненной почве происходило увеличе-
ние каталазной активности (КА), однако на 95-е
сутки ее значения были ниже контрольных пока-
зателей в 1.4–2.1 раза (рис. 2a), что свидетельству-
ет об отрицательном воздействии углеводородов
и промежуточных продуктов их распада на актив-
ность данного фермента [46, 55].

Бактеризация способствовала некоторому по-
вышению КА в конце опыта по сравнению с ва-
риантом без интродукции микроорганизмов, ве-
роятно, за счет биодеградации поллютанта [66].

Показатели КА в почве с 1 и 3% NaCl были близ-
ки, а их начальные и конечные значения практиче-
ски не менялись (3.8–3.8 и 3.6–3.7 мл О2/(г мин) со-
ответственно), что указывает на стабильность
почвенных условий на фоне засоления. КА в поч-
ве с хлоридом натрия на третьи сутки опыта была
сопоставима, а на 95-е сутки – меньше, чем в
контроле, что соответствует данным других ис-
следователей [5]. В почве только с NaCl, актив-
ность фермента в конце опыта была больше, чем
в почве с нефтью (с бактеризацией и без нее).

Одновременное присутствие нефти и хлорида
натрия приводило к максимальному снижению
активности фермента по сравнению с другими ва-
риантами. При этом существенных отличий в КА в
нефтезагрязненной почве с 1- или 3%-ным содер-
жанием NaCl (с интродукцией микроорганизмов и
без нее) не обнаружено, ее значения находились в
пределах 1.77–2.90 и 1.23–1.93 мл О2/(г мин) в нача-
ле и конце эксперимента соответственно. Воз-
можной причиной более высокой КА в почве с
нефтью (2.10–3.03 мл О2/(г мин)) по сравнению с
таковой в почве с комплексным загрязнением яв-
ляется то, что рН в нефтесодержащей почве (с ин-
тродукцией бактерий и без нее) была слабокис-
лая, а по мнению некоторых авторов [8], в слабо-
кислых почвах активность каталазы несколько
выше, чем в щелочных.

Активность уреазы. Уреаза – это фермент, ко-
торый катализирует гидролиз мочевины до амми-
ака и углекислого газа, тем самым способствуя
преобразованию органического азота в почве. На
третьи и 95-е сутки эксперимента уреазная актив-
ность (УА) в контрольной почве была одинаковой
(рис. 2b). Внесение нефти не оказало влияния на
этот показатель в начале опыта, однако после его
завершения значения УА снизились практически
в 2 раза. Считается, что изменение активности
уреазы находится в соответствии с ростом чис-
ленности гетеротрофных микроорганизмов [18],
но в настоящем испытании степень корреляции
между этими показателями была слабой (r = 0.41,
p > 95%).

Ранее было обнаружено отрицательное воз-
действие загрязнения нефтью и нефтепродукта-

ми на УА почвы [48], которое может быть резуль-
татом прямого токсического действия углеводо-
родов на микроорганизмы и/или следствием
ухудшения физических и химических свойств
почвы (например, рН) в результате загрязнения.
Бактеризация способствовала поддержанию ре-
активности фермента на уровне, сопоставимом с
контрольным, а в начале эксперимента даже сти-
мулировала ее. Особенно эффективно зарекомен-
довал себя штамм UOM 2, при использовании кото-
рого УА составила 0.72 и 0.58 мг N–NH4/(г 3 ч).

В настоящем исследовании, как и в некоторых
других работах [40], выявлено ингибирующее
влияние засоления на активность уреазы. Одно-
временное загрязнение нефтью и хлоридом натрия
в обеих концентрациях приводило в начале опыта
к возрастанию УА до контрольного значения и вы-
ше с последующим снижением на 95-е сутки экс-
перимента. Обработка бактериями в условиях
комбинированного загрязнения (независимо от
содержания NaCl) изначально стимулировала ак-
тивность фермента, которая в 1.7–2.3 раза превы-
шала таковую в контроле. К концу экспозиции
УА уменьшалась в 1.8–2.8 раза и была меньше или
сопоставима с контрольными значениями. Де-
прессия реактивности уреазы на завершающем
этапе биоремедиации может быть связана с мас-
совым потреблением микроорганизмами пита-
тельных веществ и уменьшением количества лег-
коразлагаемых компонентов нефти при увеличе-
нии содержания труднодоступных фракций [18],
а также с образованием промежуточных продук-
тов с высокой токсичностью на протяжении всего
процесса очистки [59] или ослаблением биохими-
ческих процессов обмена азотсодержащих соеди-
нений. Еще одной причиной первоначального
увеличения и последующего ингибирования УА
может быть подкисление, а потом подщелачива-
ние среды [52].

Активность инвертазы. Инвертаза гидролизу-
ет сахарозу с образованием глюкозы и фруктозы,
которые представляют источник питания для
микроорганизмов. Высокий уровень активности
этого фермента способствует развитию микроб-
ной биомассы и поддерживает определенный
уровень биогенности почвы. Как и в предыдущих
исследованиях [45], нами была обнаружена кор-
реляционная зависимость между инвертазной ак-
тивностью (ИА) и общей численностью микроор-
ганизмов в почве (r = 0.75, p > 95%).

Внесение нефти приводило к уменьшению ак-
тивности инвертазы (рис. 2c), что уже было показа-
но в работе [16]. Наиболее вероятное объяснение
этого явления заключается в том, что, инвертаза –
экстрацеллюлярный фермент и разрушение неко-
торой части бактериальных клеток под воздействи-
ем поллютанта может вызвать сокращение ее
продукции и, соответственно, уменьшение ИА
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Рис. 2. Активность каталазы (а), уреазы (b) и инвертазы (c) чернозема выщелоченного в начале и конце эксперимента.
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почвы [57]. Интродукция микроорганизмов не
оказала положительного влияния на реактив-
ность фермента, за исключением случая с приме-
нением штамма UOM 2 (95-е сутки).

Внесение хлорида натрия в обеих концентра-
циях вызывало ингибирование ИА, особенно за-
метное в конце экспозиции – ее значения были в
2.9–3.3 раза меньше по сравнению с контроль-
ным значением. Такое негативное воздействие
засоления на ИА отмечается некоторыми автора-
ми [2]. При совместной контаминации нефтью и
NaCl (1%) при использовании микроорганизмов
в начале эксперимента наблюдалось увеличение
ИА, по сравнению с контролем. На завершающем
этапе активность фермента уменьшилась в 2.4–
3.4 раза, но все равно была больше, чем в случае
без бактеризации. Содержание NaCl в количестве
3% в почве с нефтью оказывало более заметное
негативное воздействие на ИА по сравнению со
всеми другими вариантами. При этом интродукция
штаммов незначительно смягчала воздействие со-
левого стресса на реактивность фермента. В целом
внесение хлорида натрия как в чистую, так и в
нефтезагрязненную почву приводило в конце
опыта к депрессии и стабилизации активности
инвертазы на уровне 1–2 мг глюкозы/(г 24 ч).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В модельном эксперименте установлено, что за-

грязнение почвы нефтью и хлоридом натрия от-
дельно и совместно, а также обработка галотоле-
рантными углеводородокисляющими бактериями
Thalassospira xiamenensis UOM 2, Enterobacter sp.
UOM 3, Pseudomonas songnenensis UOM 4 и мик-
робной композицией, состоящей из этих штам-
мов, влияла на биологическую активность черно-
зема выщелоченного.

Внесение галотолерантных бактерий-деструк-
торов ускоряло разложение углеводородов в неф-
тесодержащей и в комплексно контаминирован-
ной почве. Наиболее результативно на фоне неф-
ти зарекомендовал себя штамм T. xiamenensis
UOM 2, а при комплексном загрязнении –
P. songnenensis UOM 4.

Интродукция микроорганизмов снижала от-
рицательное воздействие почвы, контаминиро-
ванной нефтью, на растения редиса и переводила
ее в категорию малотоксичных и практически не-
токсичных (в случае использования штамма
T. xiamenensis UOM 2), но не оказывала положи-
тельного эффекта в присутствии NaCl и в услови-
ях комбинированного загрязнения нефтью и хло-
ридом натрия.

Рис. 2. Окончание
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Наличие нефти приводило к подавлению ката-
лазной активности, а дополнительное внесение
хлорида натрия усугубляло этот процесс. При
этом существенных отличий в значениях данного
показателя в комплексно загрязненной почве (с
интродукцией микроорганизмов и без нее) в за-
висимости от содержания NaCl не обнаружено.
Бактеризация способствовала некоторому увели-
чению активности фермента в почве с нефтью,
вероятно, за счет биодеградации поллютанта.
В почве, загрязненной только NaCl, активность
каталазы была выше, чем в почве с нефтью (с бак-
теризацией и без нее) и не зависела от уровня за-
соления.

Нефть и хлорид натрия отдельно и в комплексе
вызывали депрессию уреазной активности. В це-
лом бактеризация положительно влияла на вос-
становление активности фермента в нефтезагряз-
ненной почве и при совместном действии поллю-
тантов.

Засоление чистой и нефтесодержащей почвы
оказывало более значительное негативное влия-
ние на активность инвертазы, чем нефтяное за-
грязнение. При одновременном присутствии
поллютантов NaCl в большей концентрации
сильнее ингибировал активность фермента. Об-
работка галотолерантными микроорганизмами
увеличивала этот показатель при комбинирован-
ном загрязнении, вероятно, за счет уменьшения
общей токсичности почвы в результате разложе-
ния углеводородов.
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Biological Activity of Leached Chernozem under Oil and Sodium Chloride Pollution
and the Effect of Treatment with Halotolerant Oil-Destructing Bacteria

E. V. Kuzina1, G. F. Rafikova1, S. R. Mukhamatdyarova1, Yu. Yu. Sharipova1, and T. Yu. Korshunova1, *
1Ufa Institute of Biology of the Ufa Federal Research Center of the Russian Academy of Sciences, Ufa, 450054 Russia

*е-mail: korshunovaty@mail.ru

Soil contamination with oil is often accompanied by pollution by oilfield wastewater, which contains a signif-
icant amount of NaCl, which enhances the negative impact of hydrocarbons on soil, plants, and soil micro-
biota. Therefore, for the biotechnological purification of soils subjected to such combined pollution, hydro-
carbon-oxidizing bacteria resistant to salinity should be used. In a model experiment, the effect of artificial
pollution with oil (5%) and sodium chloride (1 and 3%) and their combinations, as well as bioremediation
using halotolerant hydrocarbon-oxidizing bacteria on the biological activity of leached chernozem (Luvic
Chernozem) was studied. Soil contamination with all types of pollution increased its phytotoxicity, while bac-
terization did not have a positive effect on this indicator in the presence of NaCl and with combined pollu-
tion, but contributed to a decrease in toxicity for plants of oil-containing soil. The most sensitive to the pres-
ence of oil and/or NaCl were actinomycetes, the number of which decreased by 1–2 orders of magnitude.
The introduction of microorganisms increased the decomposition of hydrocarbons, including in complex
polluted soil by 10.5–31.8%. In general, the presence of pollutants reduced the activity of soil enzymes. Bac-
terization contributed to some increase in the level of catalase in soil with oil, restored urease activity in oil-
containing soil and under the combined action of pollutants, and increased invertase activity under combined
pollution.

Keywords: oil, salinity, biodegradation, phytotoxicity, soil enzyme activity
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