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На основании выполненных исследова-
ний разработана схема управления опасны-
ми свойствами отходов производства с целью 
обеспечения возможности извлечения их ма-
териального потенциала.
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Влияние интенсивности аэрации субстрата в биореакторе
на деструкцию углеводородов нефти

Ежегодно в Пермском крае добывает-
ся около 10 млн. т нефти, из них около 3%  
(300 тыс. т) составляют потери, обусловлен-
ные аварийными ситуациями, в результате 
чего происходит загрязнение объектов окру-
жающей среды. Нефтепродукты способны на-
капливаться в поверхностном слое почвы, ко-
торая играет роль органо-сорбционного барье-
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ра. Миграция нефтепродуктов по почвенно-
му профилю зависит от степени растворимости  
в водной среде отдельных компонентов нефти.

При попадании нефтепродуктов в почву, 
загрязнённая почва становится основным тро-
фическим субстратом для углеводородокисля-
ющих микроорганизмов (УВОМ). Происходит 
угнетение почвенных биоценозов, раститель-
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ных и животных сообществ. Подавляется фер-
ментативная активность почвы [1, 2]. 

В связи с этим для Пермского края акту-
ален вопрос восстановления нарушенных не-
фтезагрязнённых почв (НЗП).

Восстановление нефтезагрязнённых тер-
риторий является длительным, многоэтап-
ным процессом, который требует системного 
подхода и комплексного экономически обо-
снованного и экологически безопасного ре-
шения. 

В настоящее время широко применяет-
ся метод биоремедиации почв, основанный 
на способности микроорганизмов осущест-
влять биодеструкцию различных ксенобиоти-
ков, в том числе и углеводородов нефти. Ме-
тод биоремедиации реализуется на специаль-
но оборудованных технологических площад-
ках или с применением интенсивных биоре-
акторных технологий. 

Скорость биодеструкции ксенобиотиков 
на технологических площадках зависит от 
природно-климатических особенностей тер-
ритории, поэтому процесс восстановления  
и конечные результаты трудно прогнози-
руются. Применение биореакторной техно-
логии позволяет избежать этих недостат-
ков, проводить процесс при контролируе-
мых оптимальных параметрах (температу-
ра, влажность и др.). 

Влияние ряда абиотических факторов на 
скорость биодеструкции углеводородов неф-
ти: температуры, влажности, объёмной доли 
структуратора – было установлено в ранее про-
ведённых исследованиях [3, 4].

Цель работы заключалась в исследовании 
влияния аэрации субстрата на процесс биоде-
струкции углеводородов нефти в почве.

Поставленная цель достигалась решени-
ем следующих задач: 

�– планирование и проведение экспери-
ментальных исследований по определе-

нию влияния интенсивности аэрации суб-
страта на процесс деструкции углеводоро-
дов нефти в условиях биореактора;
�– исследование структуры биоценоза ми-
кроорганизмов в перерабатываемых суб-
стратах в аэробных и микроаэрофильных 
условиях;
�– изучение особенностей динамики де-
струкции углеводородов нефти при раз-
личных условиях аэрации в биореакторах. 
Предметом исследования являлся процесс 

биоремедиации нефтезагрязнённой дерново-
подзолистой почвы, образцы которой были ото-
браны на территории Пермского края в райо-
не аварийного разлива нефти. 

Материалы и методы исследования

Для изучения влияния степени аэрации 
субстрата на процесс очистки нефтезагряз-
нённой почвы (НЗП) был смоделирован про-
цесс биоремедиации в лабораторных реакто-
рах с различными условиями аэрации: аэроб-
ный биореактор и биореактор с микроаэро-
фильными условиями.

Конструкции биореакторов представля-
ли собой ёмкости вертикального типа, выпол-
ненные из коррозионно-стойкого материала 
объёмом 0,25 м3: аэробный биореактор – ци-
линдрическая ёмкость с перемешивающим 
устройством; биореактор с микроаэрофиль-
ными условиями – герметично закрытая ци-
линдрическая ёмкость. 

Параметры процесса биоремедиации НЗП 
в реакторах представлены в таблице 1.

Микроаэрофильные условия создавались 
путём герметизации биореактора с возможно-
стью периодического притока кислорода для 
предотвращения создания анаэробных условий. 

В процессе развития бактериальной куль-
туры происходит постепенное снижение со-
держания кислорода в субстрате до 5%. При 

Таблица 1
Параметры процесса биоремедиации в лабораторных биореакторах

с различными условиями аэрации субстрата

Тип биореактора Параметры процесса Значения параметров
Аэробный биореактор Температура, оС 20±2

Влажность, % 70–80

Содержание кислорода, % 18–19 

Перемешивание Без перемешивания

Биореактор
с микроаэрофильными 
условиями

Температура, оС +20±2

Влажность, % 70–80

Содержание кислорода, % 4–5

Перемешивание 1 раз в 2 недели

промышленная экология
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содержании кислорода в субстрате менее 1% 
возникает анаэробиоз [5].

Аэробные условия создавали путём пас-
сивной аэрации субстрата атмосферным воз-
духом, в составе которого содержится 21% 
кислорода. Возникновение слабоаэрируе-
мых зон предотвращали путём перемешива-
ния субстрата. 

Нефтезагрязнённую дерново-подзолистую 
почву помещали на 180 суток в лабораторные 
биореакторы дискретного действия, в которых 
поддерживали постоянные параметры: тем-
пературу, влажность, содержание кислорода.

Создание оптимальных абиотических 
условий среды позволило активировать або-
ригенную микрофлору, в которой присутству-
ют различные ассоциации микроорганизмов, 
способные к биодеградации широкого спек-
тра фракций углеводородов нефти. 

Для аэробного биореактора, с целью пре-
дотвращения возникновения плохо аэриру-
емых зон, в рецептуру субстрата включали  
30% об. древесного опила с размером частиц 
5–7 мм [3, 4]. Добавление опила позволи-
ло улучшить воздушный режим почвы. Для 
устранения слёживаемости субстрата произ-
водили перемешивание субстрата 1 раз в две 
недели с помощью специального устройства.

Для отбора почвенной пробы из реактора 
с микроаэрофильными условиями 1 раз в две 
недели производили открытие биореактора  
и изъятие почвенного образца из глубины био-
реактора.

В процессе наблюдения за динамикой про-
цесса биоремедиации НЗП определяли ми-
кробиологические показатели, для чего про-
изводили посевы из почвенной суспензии на 
элективные твёрдые питательные среды: МПА 

(мясо-пептонный агар) – для учёта сапрофи-
тов, среду Чапека – для учёта микроскопи-
ческих грибов, среду «К» – для учёта УВОМ, 
КАА (крахмало-аммиачный агар) – для учё-
та актиномицетов, среду Эшби – для опреде-
ления бактерий р. Azotobacter, методом обра-
стания комочков почвы [5].

Общую бактериальную численность опре-
деляли методом прямого счёта, с использова-
нием микроскопа «Carl Zeiss».  

Эффективность процесса очистки НЗП 
определяли по изменению общего содержа-
ния углеводородов нефти в почве при помо-
щи ИК-спектрометрии. 

Результаты и их обсуждение

Перед началом экспериментальных иссле-
дований проведена оценка исходной НЗП по 
микробиологическим и физико-химическим 
показателям. В таблице 2 представлена ха-
рактеристика исходного субстрата и очищен-
ной НЗП в аэробном биореакторе и биореак-
торе с микроаэрофильными условиями по ми-
кробиологическим показателям. 

Изменения микробиологических пока-
зателей исследуемых субстратов в аэроб-
ном биореакторе и биореакторе с микроаэ-
рофильными условиями носили аналогич-
ный характер.

В процессе очистки наблюдалось посте-
пенное увеличение общей бактериальной 
численности, что свидетельствовало о сни-
жении токсичности НЗП и как следствие раз-
витии новых групп микроорганизмов. По до-
стижению максимальных значений (20-е сут-
ки) происходило постепенное снижение об-
щей бактериальной численности (рис. 1), 

Таблица 2
Изменение микробиологических характеристик НЗП

Показатели Ед. изм.

Исходная 
нефтезагряз-

нённая
почва

Аэробный
 биореактор

Биореактор 
 с микроаэро-

фильными
 условиями

Общее количество
бактериальных клеток

Кл/г (10,6±0,64) ∙ 108 (1,87±0,14) ∙ 107 (1,92±0,14) ∙ 107

Количество
сапрофитных бактерий

КОЕ/г (4,45±0,94) ∙ 107 (2,65±0,36) ∙ 107 (4,25±0,46) ∙ 106

Количество УВОМ КОЕ/г (5,85±1,08) ∙ 106 (3,00±0,39) ∙ 105 (8,70±0,66) ∙ 105

Количество актиномицетов КОЕ/г (5,16±0,32) ∙ 106 (3,23±0,41) ∙ 107 (6,55±0,46) ∙ 107

Количество
микроскопических грибов КОЕ/г Не обнар. (3,00±1,22) ∙ 102 (1,10±0,08) ∙ 104

Обрастание почвенных комочков
бактериями рода Azotobacter

% 
обрастания 65 90 90

промышленная экология
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что обусловлено уменьшением концентрации  
нефтепродуктов в почве, являющихся пита-
тельным субстратом для некоторых групп ми-
кроорганизмов.

Микроорганизмы, выделенные на среде 
МПА в исходной почве, были представлены  
в основном родами Pseudomonas sp. и Rhodo-
coccus sp., а к концу экспозиции, кроме пред-
ставленных родов, появились виды родов 
Bacillus sp., Micrococcus sp., Nocardia sp. и др.  

Количество сапрофитных микроорганиз-
мов к концу экспозиции изменялось незначи-
тельно, но с тенденцией постепенного снижения, 
что  также обусловлено уменьшением содержа-

ния нефтепродуктов, доступных  в качестве пи-
тательных элементов. В дальнейшем динами-
ка процесса характеризовалась  приближением 
численности сапрофитов к фоновым показате-
лям, которые были установлены ранее проведён-
ными экспериментальными исследованиями. 

Приближение к фоновым показателям сви-
детельствовало о том, что в процессе очистки вос-
станавливаются исходные условия формирова-
ния микробиоценоза, которые были изменены 
при попадании нефти и нефтепродуктов в почву.

В ходе исследований проводили наблюде-
ния за динамикой численности углеводородо-
кисляющих микроорганизмов (УВОМ), кото-

Рис. 2. Динамика численности  углеводородокисляющих микроорганизмов

Рис. 1. Динамика общей бактериальной численности
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рые являются основными деструкторами раз-
личных фракций углеводородов нефти. 

В соответствии с рисунком 2 динамика 
численности УВОМ носила сходный харак-
тер в обоих биореакторах. Различие состояло 
в том, что численность УВОМ в реакторе с ми-
кроаэрофильными условиями была выше на 
пол- порядка, что потенциально может обеспе-
чить большую эффективность очистки почвы 
от загрязнения углеводородами нефти. Боль-
шее развитие УВОМ в биореакторе с микроаэ-
рофильными условиями могло быть обуслов-
лено развитием факультативных анаэробных 
микроорганизмов, которые не могут актив-
но развиваться в условиях высокого содер-
жания в субстрате кислорода. В микроаэро-
фильных условиях может образовываться ши-
рокий спектр соединений в результате биоде-
струкции компонентов нефти, что и обуслов-
ливает большее биологическое разнообразие 
микробного сообщества.

Снижение численности УВОМ к концу 
экспозиции происходило из-за  уменьшения 
содержания нефтепродуктов в почве, что явля-
ется индикатором завершения процесса био-
деструкции углеводородов нефти. 

Важным показателем состояния почв лю-
бого типа является присутствие азотфиксирую-
щих бактерий. В связи с этим были проведены 
работы по выявлению бактерий рода Azotobacter. 
В процессе очистки НЗП наблюдалось увеличе-
ние процента обрастания комочков бактериями 
рода Azotobacter sp. К концу экспозиции процент 
обрастания достиг значений 90%, что свидетель-

ствовало о постепенном восстановлении НЗП  
и снижении токсичности углеводородов нефти 
для данного рода бактерий. 

Известно, что в процессе биодеструкции не-
фтепродуктов большую роль играют актиноми-
цеты и микроскопические грибы, которые ис-
пользуют труднодоступные для других групп 
микроорганизмов компоненты нефти и играют 
важную роль на завершающих этапах процесса 
биоремедиации, т. к. способны окислять оста-
точные малые концентрации нефтепродуктов. 

Нефть, пропитывая почвенные частицы, 
ухудшает доступ кислорода к почвенным ча-
стицам, создаётся значительное количество 
микрозон с ограниченным доступом кисло-
рода, что лимитирует развитие микроскопи-
ческих грибов и актиномицетов.

В процессе очистки в биореакторах про-
исходило увеличение численности актиноми-
цетов, что свидетельствовало об улучшении 
воздушно-водного режима почвы. Актино-
мицеты доминируют на поздних стадиях ми-
кробной сукцессии, когда создаются условия 
для использования труднодоступных фрак-
ций углеводородов. В связи с этим в биореак-
торах наблюдалось увеличение численности 
актиномицетов по сравнению с исходной НЗП.

Появление микроскопических грибов сви-
детельствовало о детоксикации НЗП. Гри-
бы в почвенных образцах были представлены  
в основном видами родов Aspergillus, Penicil-
lium, Fusarium.

Для оценки эффективности очистки НЗП 
в исследуемых биореакторах было определе-

Рис. 3. Динамика снижения  концентрации нефтепродуктов в почве
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но содержание нефтепродуктов в исходной по-
чве и в исследуемых субстратах. Содержание 
нефтепродуктов в исходной почве составляло 
43,2 г/кг. Изменение общего содержания не-
фтепродуктов в почве позволило установить 
динамику процесса очистки НЗП  (рис. 3). 

Полученные экспериментальные данные 
подтверждают возможность деструкции угле-
водородов нефти микроорганизмами в микро-
аэрофильных условиях. Эффективность про-
цесса биодеструкции в аэробном биореакторе 
составила 76%, в то время как в биореакторе 
с микроаэрофильными условиями наблюда-
лась эффективность на уровне 86%.  

Заключение

Процесс биодеструкции углеводородов 
нефти в НЗП достаточно эффективно проте-
кал и в аэробных условиях, и в микроаэро-
фильных условиях.

Изменение микробиологических характе-
ристик в аэробном биореакторе и биореакторе 
с микроаэрофильными условиями характери-
зовалось аналогичной  динамикой.

В микроаэрофильном биореакторе по 
сравнению с аэробным в НЗП наблюдалось 
большее развитие УВОМ, а также более вы-
сокая общая бактериальная численность. 
Большее развитие УВОМ обусловливало бо-

лее эффективную биодеструкцию углеводо-
родов нефти.

Эффективность биоремедиации в биоре-
акторе с микроаэрофильными условиями со-
ставила 86%, что на 10% выше, чем в аэроб-
ном биореакторе. Проведение биоремедиации 
НЗП в микроаэрофильных условиях можно 
предложить как способ интенсификации био-
реакторной технологии.
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