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   Для повышения эффективности биоремедиации 

почв, загрязненных одновременно нефтью и высоко-

минерализованными сточными нефтепромысловыми 

водами, следует применять устойчивые к солям угле-

водородокисляющие бактерии. В модельном экспе-

рименте изучено влияние загрязнения нефтью (5%) и 

NaCl (1 и 3%) и их сочетаниями, а также биоаугмен-

тации галотолерантным штаммом-деструктором 

Pseudomonas songnenensis UOM 4 на содержание уг-

леводородов и активность ферментов чернозема вы-

щелоченного. Бактеризация усиливала деградацию 

нефти на 26,9% в нефтесодержащей почве и на 31,8 и 

27,6% – в комплексно контаминированной почве (с 1 

и 3% NaCl соответственно). В присутствии поллютан-

тов активность почвенных ферментов снижалась. 

Внесение микроорганизмов приводило к некоторому 

повышению уровня каталазы в нефтезагрязненной 

почве, восстанавливала реактивность уреазы в нефте-

содержащей почве и при совместном действии пол-

лютантов и повышала активность инвертазы при ком-

бинированном загрязнении. 
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   To improve the efficiency of bioremediation of soils 

contaminated simultaneously with oil and highly 

mineralized waste oilfield waters, salt-resistant 

hydrocarbon-oxidizing bacteria should be used. In a 

model experiment, the effect of pollution with oil (5%) 

and NaCl (1 and 3%) and their combinations, as well as 

bioaugmentation with the halotolerant destructor strain 

Pseudomonas songnenensis UOM 4 on the hydrocarbon 

content and enzyme activity of leached chernozem was 

studied. Bacterization increased oil degradation by 26.9% 

in oily soil and by 31.8 and 27.6% in complex 

contaminated soil (with 1 and 3% NaCl, respectively). In 

the presence of pollutants, the activity of soil enzymes 

decreased. The introduction of microorganisms led to a 

certain increase in the level of catalase in oil-

contaminated soil, restored urease reactivity in oil-

containing soil and under the combined action of 

pollutants, and increased invertase activity under 

combined pollution. 

 

 

   Keywords: Pseudomonas songnenensis ◆ oil ◆ sodium 

chloride ◆ biodegradation ◆ catalase ◆ urease ◆ invertase 

Поступила в редакцию: 24.07.2022 

Цитировать | Cite as 

 
DOI: 10.31163/2618-964X-2022-5-2-76-82  EDN: LAGECT 

ВВЕДЕНИЕ 

Контаминация почвенного покрова нефтью и нефтепродуктами является глобальной 

проблемой, над решением которой уже много десятилетий работают ученые и практики 

[Коршунова и др., 2019; Mambwe et al., 2021]. Однако при этом недостаточно внимания уде-

ляется тому факту, что углеводородное загрязнение очень часто сопровождается солевым. 

Указанная ситуация возникает при разливе сырой высокообводненной нефти либо нефте-

промысловых сточных вод. В состав последних помимо нефтепродуктов входит большое ко-
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личество различных солей, особенно хлорида натрия [Габбасова и др., 2013]. Негативные по-

следствия для биоценоза, связанные с попаданием в почву углеводородов (деградация поч-

венного покрова, угнетение роста и развития растений, подавление активности почвенных 

ферментов, снижение численности и видового разнообразия микроорганизмов и педобион-

тов и пр.), многократно усиливаются при засолении [Овсянникова и др., 2018; Gao et al., 

2015]. Это значительно усложняет биологическую очистку таких комплексно контаминиро-

ванных территорий. В подобных случаях представляется эффективным использовать микро-

организмы-нефтедеструкторы, способные разлагать углеводороды в присутствии повышен-

ных концентраций солей.  

Ключевым звеном в процессах биодеградации поллютантов являются почвенные 

ферменты [Поляк, Сухаревич, 2020], которые катализируют специфические реакции, необ-

ходимые для восстановления нарушенных экосистем. Поэтому определение активности 

ферментов считается важным диагностическим признаком состояния почвы до и после био-

ремедиации.  

В связи с вышеизложенным, целью настоящей работы было изучение влияния галото-

лерантного штамма углеводородокисляющих микроорганизмов на содержание нефтепродук-

тов и активность почвенных ферментов в условиях нефтяного и хлоридно-натриевого за-

грязнения почвы. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Объектом исследования являлся чернозем выщелоченный (Luvic Chernozem), ото-

бранный на территории Уфимского района Республики Башкортостан и имеющий следую-

щие характеристики: гумус – 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. Просеянную воздушно-сухую почву поме-

щали по 3 кг в вегетационные сосуды. В опытные варианты вносили нефть (50 г/кг) и/или 

раствор хлорида натрия из расчета 1 и 3% соли от массы почвы.  Интродукцию микроорга-

низмов осуществляли в виде жидкой культуры в количестве 2×10
6
 КОЕ/г почвы. Контролем 

служила почва без обработки углеводородокисляющими бактериями. В течение опыта под-

держивали влажность на уровне 60% от полной влагоемкости. В сосуды, в которые не было 

предусмотрено добавление соли и/или инокулята, вносили соответствующее количество ди-

стиллированной воды. Повторность опыта троекратная. Отбор проб осуществляли в начале и 

в конце эксперимента (3-и и 95-е сутки).  

Для биоремедиации использовали штамм бактерий-нефтедеструкторов Pseudomonas 

songnenensis UOM 4 (UOM 4) из коллекции микроорганизмов Уфимского Института биоло-

гии УФИЦ РАН [Рафикова и др., 2022]. Устойчивость штамма к присутствию хлорида 

натрия определяли визуально по его росту на среде МПА [Практикум…, 2005] с NaCl (1, 3, 5, 

7, 8, 9, 10%) после инкубации в течение 7 суток при температуре 28°С. Способность бакте-

рий к разложению нефти в присутствии хлорида натрия устанавливали на среде Раймонда 

[Raymond, 1961] с нефтью (5%) и NaCl (3%) через 3 суток культивирования при 28
о
С. 

Активность каталазы анализировали газометрически по методу Галстяна, инвертазы – 

по Галстяну путем определения количества редуцирующих сахаров, уреазы – калориметри-

чески по методу Щербакова и Райхинштейна [Хазиев, 2005].  

Содержание нефтепродуктов в почве устанавливали гравиметрически согласно ПНД 

Ф 16.1.41–04. 
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Статистическую обработку данных проводили с помощью стандартных программ MS 

Excel. Достоверность различий оценивали по t-критерию Стьюдента (p < 0,05). Данные на 

рисунках и в таблицах представлены как среднее ± стандартная ошибка. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Установлено, что микроорганизмы обладали устойчивостью к хлориду натрия в коли-

честве 1-7%, а их численность после культивирования на среде Раймонда с нефтью и NaCl 

составляла 3×10
7 

КОЕ/мл. Это свидетельствует о способности бактерий к разложению нефти 

в присутствии хлорида натрия. 

В контрольных вариантах благодаря деятельности аборигенной микробиоты биодегра-

дация углеводородов в нефтезагрязненной и комплексно контаминированной почве протека-

ла с одинаковой скоростью и к концу эксперимента составляла 51,8-53,0% (рис.).  

 
Рис. Биодеструкция углеводородов в нефтезагрязненной почве (НЗП) в конце эксперимента 

Известно, что разложение органических поллютантов происходит, в основном, за счет 

биотрансформации [Поляк, Сухаревич, 2020; Ebadi et al., 2018]. Так, бактеризация штаммом 

P. songnenensis UOM 4 усиливала деградацию углеводородов на 26,9% в нефтесодержащей 

почве и на 31,8 и 27,6% – в почве с нефтью и NaCl (1 и 3% соответственно).  

Принято считать [Camacho-Montealegre et al., 2021], что наличие в почве NaCl негатив-

но влияет на биодеструкцию нефтяных углеводородов, т.к.  возрастание осмотического по-

тенциала клеток из-за повышенного содержания соли вызывает торможение разложения ксе-

нобиотиков. Однако в работах [Zvyagintseva et al., 2001; Børresen, Rike, 2007] показано, что 

низкая концентрация NaCl (0,3-2,5%) незначительно увеличивала скорость микробиологиче-

ской деградации некоторых углеводородов и нефтепродуктов. В обсуждаемом эксперименте 

эффективность биоаугментации нефтезагрязненной почвы в присутствии более низкой кон-

центрации хлорида натрия была несколько выше, чем просто почвы с нефтью и почвы с 

нефтью, содержащей 3% NaCl. Причина такого положительного воздействия, возможно, свя-

зана с тем что, соль в минимальной концентрации создает более ионно-сбалансированную 

среду для бактерий или способствует измельчению глинистых минералов в почве 

[Charpentier, Bourrié, 1997]. Последнее приводит к возрастанию площади поверхности для 

прикрепления клеток микроорганизмов или увеличивает доступность для них микроэлемен-

тов. 

Почвенные ферменты, катализирующие процессы биодеградации загрязнителей, игра-
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ют значительную роль в образовании специфических путей биологической трансформации 

вещества и энергии в естественных и нарушенных экосистемах [Хазиев, 2018]. Фермента-

тивная активность отражает интенсивность и направленность протекающих в почве биохи-

мических процессов и является интегральным показателем ее качества из-за связи с почвен-

ными микроорганизмами, легкости определения и высокой скорости реакции на появление 

различных поллютантов [Chen et al., 2015]. При проведении экологических исследований ре-

комендуется изучать активность не отдельных энзимов, а их комплекса, в состав которого 

обязательно должны входить представители классов окислительно-восстановительных и 

гидролитических ферментов [Ebadi et al., 2018].  

Каталаза, относящаяся к классу оксидоредуктаз, ускоряет разложение образующегося 

в процессе биологического окисления пероксида водорода на воду и молекулярный кисло-

род, который затем поступает к микроорганизмам-деструкторам. Активность этого фермента 

отражает интенсивность процессов очищения почвы от углеводородов [Кабиров и др., 2012]. 

В начале опыта в почве с нефтью она возросла, однако на 95-е сутки стала ниже показателей 

в контроле в 1,4-2,1 раза (табл.), что, скорее всего, связано   с ингибирующим влиянием уг-

леводородов и их промежуточных метаболитов на реактивность энзима [Габбасова и др., 

2013]. В результате интродукции микроорганизмов произошло некоторое увеличение актив-

ности каталазы (АК) в конце опыта по сравнению с вариантом без бактериальной обработки, 

вероятно, за счет биодеструкции загрязнителя. 

Таблица. Ферментативная активность почвы 

Варианты опыта, добав-

ки к почве 

Активность ферментов 

Каталаза, 

 мл О2/(г·мин) 

Уреаза, 

мг N-NH4/(г ·3ч) 

Инвертаза, 

мг глюкозы/(г·24 ч) 

3 суток 95 суток 3 суток 95 суток 3 суток 95 суток 

Контроль (без нефти) 3,83±0,20 4,37±0,17 0,44±0,03 0,43±0,02 3,91±0,18 3,69±0,18 

Нефть 
Без бактерий 6,07±0,15 2,10±0,15 0,45±0,02 0,23±0,02 3,25±0,11 2,87±0,15 

UOM 4 8,87±0,27 2,63±0,22 0,47±0,03 0,40±0,03 3,69±0,16 3,04±0,11 

NaCl 
1% 3,80±0,11 3,83±0,13 0,27±0,02 0,20±0,01 3,70±0,20 1,11±0,13 

3% 3,57±0,17 3,67±0,15 0,30±0,02 0,13±0,02 3,59±0,14 1,23±0,11 

Нефть + 

1% NaCl 

Без бактерий 2,30±0,13 1,80±0,12 0,43±0,03 0,31±0,03 3,68±0,15 0,95±0,07 

UOM 4 2,17±0,11 1,23±0,12 0,93±0,05 0,35±0,02 4,74±0,10 1,64±0,09 

Нефть + 

3% NaCl 

Без бактерий 2,10±0,12 1,73±0,11 0,55±0,03 0,20±0,01 1,99±0,14 1,25±0,10 

UOM 4 2,80±0,10 1,43±0,11 0,86±0,04 0,38±0,02 3,48±0,20 1,48±0,11 

 

Показатели АК в почве с 1 и 3% NaCl были схожи и, практически, не менялись на 

протяжении эксперимента (3,6-3,8 мл О2/(г·мин)), что говорит о стабильности почвенных 

условий на фоне засоления. АК в почве с хлоридом натрия на 3-и сутки была близка, а на 95-

е сутки – меньше, чем в контроле. В целом, в присутствии только NaCl активность энзима в 

конце опыта была выше, чем в почве с нефтью (с бактеризацией и без нее).  
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Комбинированное загрязнение вызывало самое значительное снижение реактивности 

фермента по сравнению с другими вариантами. Однако существенных отличий АК в нефте-

содержащей почве с 1 или 3% NaCl (с интродукцией бактерий и без нее) не выявлено, ее зна-

чения находились в пределах 2,10-2,80 и 1,23-1,80 мл О2/(г·мин) в начале и конце экспери-

мента соответственно. Возможной причиной более высокой АК при наличии нефти (2,10-

2,63 мл О2/(г·мин) по сравнению с таковой при совместном действии поллютантов является 

то, что рН в нефтезагрязненной почве (с интродукцией бактерий и без нее) была слабокислая 

(6,16-6,19 против 6,23-6,36 при комплексной контаминации), а по мнению некоторых авто-

ров [Gao et al., 2015], в слабокислых почвах реактивность каталазы выше, чем в щелочных.  

Уреаза участвует в преобразовании органического азота в почве, ускоряя гидролиз 

мочевины до аммиака и углекислого газа. На 3-и и 95-е сутки эксперимента ее активность в 

контрольной почве была одинаковой (табл.). Внесение нефти никак не отражалось на этом 

показателе в начале опыта, однако после его окончания активность уреазы (АУ) уменьши-

лась практически в 2 раза. Ранее уже было обнаружено отрицательное влияние углеводоро-

дов на уреазу [El Fels et al., 2014], причиной которого может быть, как их прямое токсиче-

ское действие на микроорганизмы, так и нарушение физических и химических свойств поч-

вы в результате загрязнения. Обработка штаммом P. songnenensis UOM 4 способствовала 

поддержанию реактивности фермента на уровне, близком к контрольному.   

Засоление вызывало депрессию уреазы. Одновременное присутствие нефти и NaCl в 

обеих концентрациях приводило в начале опыта к возрастанию АУ до контрольного уровня 

и выше с последующим уменьшением в конце эксперимента. Бактеризация в условиях ком-

бинированного загрязнения (независимо от содержания соли) изначально стимулировала ак-

тивность фермента, которая в 1,95-2,11 раза превышала таковую в контроле. К концу экспо-

зиции АУ снижалась в 2,26-2,65 раза и была меньше контрольных значений.  

Инвертаза гидролизует сахарозу с образованием глюкозы и фруктозы, которые явля-

ются легкодоступными источниками питания для микроорганизмов. Ее высокая активность 

способствует развитию микробной биомассы и поддерживает определенный уровень био-

генности почвы. Наличие нефти приводило к уменьшению активности инвертазы (АИ) 

(табл.)]. Интродукция микроорганизмов P. songnenensis UOM 4 не оказала положительного 

влияния на уровень фермента в данных условиях.  

Известно отрицательное влияние солевого стресса на инвертазу [Mishra et al., 2001]. В 

настоящей работе хлорид натрия в обеих концентрациях тоже подавлял АИ, что было осо-

бенно заметно в конце эксперимента – ее значения были в 3,0-3,3 раза меньше по сравнению 

с контрольным показателем. При интродукции штамма P. songnenensis UOM 4 в условиях 

комбинированного загрязнения нефтью и NaCl (1%) в начале опыта происходило увеличение 

АИ, однако на 95-е сутки ее активность снизилась в 2,5 раза, но все равно была выше, чем в 

почве без внесения микроорганизмов. Добавление в нефтезагрязненную почву 3% NaCl вы-

зывало более выраженное угнетение АИ по сравнению со всеми другими вариантами. При 

этом бактеризация незначительно смягчала ингибирующее воздействие засоления на реак-

тивность инвертазы. В целом, присутствие хлорида натрия в чистой и в нефтесодержащей 

почве приводило в конце эксперимента к депрессии и стабилизации активности фермента на 

уровне 0,95-1,25 мг глюкозы/(г·24 ч). 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Интродукция галотолерантного штамма углеводородокисляющих бактерий 

Pseudomonas songnenensis UOM 4 усиливала биодеградацию нефти в почве, в том числе, при 

наличии хлорида натрия, особенно в меньшей концентрации (1%).  

Нефть вызывала угнетение каталазной активности, которое возрастало при дополни-

тельном внесении хлорида натрия независимо от его количества. Бактеризация способство-

вала незначительному повышению реактивности фермента в почве с нефтью, скорее всего, в 

результате разложения углеводородов. В почве, содержащей только NaCl, активность катала-

зы была выше, чем в почве с нефтью (с бактеризацией и без нее) и не зависела от уровня за-

соления.  

Нефть и хлорид натрия, по-отдельности и в комплексе, ингибировали уреазу. Обра-

ботка штаммом P. songnenensis UOM 4 положительно влияла на ее активность, как при нали-

чии только нефти, так и обоих загрязнителей. 

Внесение хлорида натрия в чистую и нефтесодержащую почву приводило к более за-

метному подавлению активности инвертазы, чем углеводородное загрязнение. При комбини-

рованном загрязнении NaCl в большей концентрации сильнее угнетал активность фермента. 

Применение микроорганизмов при одновременном присутствии обоих поллютантов увели-

чивало этот показатель, вероятно, за счет снижения общей токсичности почвы в результате 

деструкции нефти. 
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