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Оценка эффективности ремедиации нефтезагрязнённых почв
сорбционно-биологическими методами в лабораторных условиях
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Статья посвящена использованию сорбционно-биологического метода в ремедиации нефтезагрязнённых почв. 
Объектом исследования являлась дерново-подзолистая почва с содержанием нефтепродуктов 2217±10 мг/кг. В ка-
честве микроорганизма-биодеструктора был выбран штамм бактерий Bacillus pumilus КМ. В качестве природного 
сорбента использовали бентонит Даш-Салахлинского месторождения (Азербайджан). В образцы почвы вносили 
1% взвеси суточной культуры бактерий, 0,5 или 1% сорбента. Для оценки эффективности ремедиации использовали 
тест-культуру Raphanus sativus L. Проводили измерения длины корневой и надземной частей проростков, а также 
регистрировали количество проросших семян в контрольном и опытных вариантах. Наибольшая эффективность 
снижения показателей фитотоксичности установлена для образцов почв, содержащих 1% бентонита или 1% взвеси 
бактерий. Наиболее высокой энергией прорастания семян тест-объекта характеризовалась почвенная вытяжка об-
разца, в котором бактерии B. pumilus КМ и сорбент находились в течение 30 дней. При внесении в почвенные образцы 
бактерий B. pumilus КМ или бентонита динамика изменения фитотоксичносности почв зависела от концентрации 
вносимого сорбента и длительности циркуляции микроорганизмов-деструкторов.
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The article is devoted to the use of the sorption-biological method of remediation of oil-contaminated soils. The 
object of the study was sod-podzolic soil with chronic oil pollution with an oil content of 2217±10 mg/kg. A strain of 
saprophytic bacteria Bacillus pumilus KM with established carbohydrate-oxidizing activity, high adhesive ability and 
absence of virulence factors was selected as a biodestructive microorganism. Bentonite from the Dash-Salakhli deposit 
(Azerbaijan) was used as a natural sorbent with a high sorption capacity. For research, 1% of the suspension of the 
daily culture of bacteria, 0.5 or 1% of the sorbent was added to the soil samples. The effectiveness of remediation was 
assessed by changes in the phytotoxicity of soil samples on the test culture Raphanus sativus L., the seeds of which were 
treated with soil extracts. For this purpose, the length of the root and ground parts of the seedlings was measured, and 
the number of germinated seeds in the control and experimental samples was recorded. The greatest efficiency of reduc-
ing phytotoxicity was established for soil samples containing 1% bentonite or 1% bacterial suspension. On the 4th day 
of the experiment, the root part of the test object was absent, but the length of the ground parts of the plant exceeded the 
control values by 5.8 and 5.6 times, respectively. Similar results were obtained on the 12th day of the experiment: when 
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Углеводороды нефти относятся к приори-
тетным загрязнителям и являются одними из 
наиболее экологически опасных поллютантов 
[1, 2]. В ходе добычи, транспортировки и 
переработки, которые сопряжены с возникно-
вением аварийных ситуаций, нефть попадает 
в окружающую среду (ОС), оказывая неблаго-
приятное воздействие, прежде всего, на почву. 
Это приводит к нарушению морфологии поч-
венного профиля, за счёт токсического дей-
ствия происходит деградация покрова земель, 
снижается их продуктивность, дыхательная и 
ферментативная активность. Из-за нарушения 
соотношения между основными группами ре-
зидентных почвенных микроорганизмов (МО) 
или их полного уничтожения уменьшается 
скорость микробного самоочищения [3–5]. 
В связи с этим поиск эффективных методов 
очистки почв с хроническим нефтяным загряз-
нением является одной из важнейших задач. 

Наиболее эффективной и экологически 
безопасной технологией очистки почв являет-
ся биоремедиация, основанная на способности 
углеводородокисляющих МО к утилизации 
различных фракций нефти [6]. Углеводород-
окисляющие МО включают в себя представи-
телей бактерий и микромицетов, способных 
использовать в качестве источника энергии 
углеводороды нефти. Их качественный состав 
может отличаться в зависимости от почв, но в 
большинстве это представители рр. Pseudomo-
nas, Mycobacterium, Bacillus, Candida, Penicil-
lium, Aspergillus, Cladosporium и др. [7–12].

В настоящее время нефтеокисляющие МО 
составляют основу биопрепаратов, которые 
могут быть использованы для утилизации неф-
тяных загрязнений. Однако низкая эффек-
тивность их применения может быть связана, 
с одной стороны, действием лёгких фракций 
нефти, которые отличаются высокой токсично-
стью, а, с другой стороны, недоступностью для 
многих МО её тяжёлых фракций, особенно при 
их адсорбции на почвенных коллоидах. Также 
в качестве лимитирующих факторов эффек-

processing these samples of soil extracts, the intensity of root formation exceeded the control values by 3.9 and 3.3 times, 
the length of the ground part by 2.0 and 1.9 times, respectively. 30 days after the introduction of bacteria and sorbent 
into soil samples, the greatest intensity of reduction in soil phytotoxicity was established for similar samples. On the 4th 
day of the experiment, the length of the ground part exceeded the control values by 4.9 and 4.4 times, and on the 12th 
day – by 1.9 and 1.8 times, respectively. The formation of the root part of the plants occurred on day 12 and their length 
also exceeded the control by 5.9 and 5.3 times. The highest seed germination energy of the test object was characterized 
by soil extraction of the sample in which bacteria B. pumilus KM and sorbent were kept for 30 days. The most intense 
decrease in the toxicity index of soil samples was observed with the introduction of 1% sorbent or in the presence of 1% 
strain of B. pumilus KM for 30 days. When introducing bacteria B. pumilus KM or bentonite into soil samples, the dy-
namics of changes in the phytotoxicity of soils depends on the concentration of the introduced sorbent and the duration 
of circulation of destructive microorganisms.

Keywords: phytotoxicity, oil-contaminated soils, bioremediation, bentonite, Bacillus pumilus KM.

тивной биодеструкции выступает температура 
ОС и высокая концентрация солей, которые 
приводят к снижению скорости или блоки-
ровке метаболических реакций в клетках МО. 
Это и определяет поиск высокоэффективных 
штаммов микроорганизмов-биодеструкторов, 
которые, помимо широкого спектра нефте-
окисляющих ферментов, способны сохранять 
свою биохимическую активность в широком 
диапазоне температур и засолённости почвы. 
Повышение устойчивости деструкторов может 
быть достигнуто использованием в составе 
биопрепаратов сорбентов, которые способны 
не только извлекать и концентрировать пол-
лютанты, но и иммобилизировать на своей 
поверхности МО, тем самым обеспечивая их 
толерантность к действию неблагоприятных 
средовых факторов [13, 14]. При выборе сор-
бента предпочтения отдаются природному 
сырью, использование которого не приводит 
к нарушению баланса в ОС [15–20]. Среди 
агроминералов, применяемых в качестве сор-
бентов, особый интерес представляют бентони-
ты, поскольку они характеризуются высокой 
сорбционной ёмкостью [21].

В связи с вышеизложенным целью на-
стоящей работы являлась оценка эффектив-
ности биоремедиации нефтезагрязнённых 
почв с использованием природного сорбента 
бентонита и штамма сапрофитных бактерий 
Bacillus pumilus КМ.

Объекты и методы исследования

Определение фитотоксичности образцов 
нефтезагрязнённой почвы проводили на базе 
НОЦ «Промышленная экология» СГТУ име-
ни Гагарина Ю.А. Объектом исследования 
являлась хронически загрязнённая нефтью 
почва (тип подзолистая, подтип дерново-
подзолистая) (Московская область, с. Ко-
лонтаево) с исходной концентрацией неф-
тепродуктов 2217±10 мг/кг. Предварительно 
исследуемый образец почвы подвергали 
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стерилизации в автоклаве при давлении 1 атм 
для уничтожения аборигенной микрофлоры.  
В образцы почвы вносили культуру бактерий 
B. pumilus КМ из коллекции кафедры микро-
биологии и физиологии растений СГУ имени 
Н.Г. Чернышевского, природный сорбент –  
бентонит (Даш-Салахлинское месторожде-
ние, Азербайджан), а также их комбинации, 
оптимальные концентрации которых были 
подобраны экспериментальным путём. Выбор 
штамма бактерий B. pumilus был связан с тем, 
что ранее проведённые исследования показа-
ли его биологическую безопасность, высокую 
ферментативную активность и адгезивную 
способность, что позволило рассматривать его 
в качестве компонента биопрепарата, а также 
для конструирования его иммобилизованной 
формы на гранулах бентонита [22]. Выбор сор-
бента был связан с его высокой пористостью, 
сорбционной способностью, а также наличием 
в структуре гранул полостей, необходимых для 
заселения МО [23–25]. Бактерии выращивали 
на среде ГРМ (Россия, Оболенск) при темпера-
туре 28 оC в течение 24 ч, затем готовили взвесь 
в физиологическом растворе по стандарту мут-
ности 10 ед. (ГИСК Л. А. Тарасевича). Предва- Тарасевича). Предва-Тарасевича). Предва-
рительно были подготовлены образцы почвы 
массой 500 г, которые помещали в пластико-
вые контейнеры с крышкой. В образцы почвы 
вносили бактериальную взвесь, сорбент, а так-
же их комбинации в процентном соотношении 
от массы почвы (табл. 1). Контролем служил 
исходный образец исследуемой почвы.

Для изучения фитотоксичности иссле-
дуемых образцов почвы применяли метод 
проростков (ФР 1.39.2006.02264), который 
позволяет оценивать динамику токсического 
действия нефтепродуктов и изменение токсич-
ности почв при внесении в пробы бактерий  
и сорбента [26]. В качестве тест-культуры ис-
пользовали семена редиса Raphanus sativus L., 
которые в количестве 10 шт. помещали на 
фильтровальную бумагу в чашки Петри и 
смачивали приготовленными вытяжками 

контрольных и опытных проб почвы. По 
мере высыхания семена увлажняли повторно. 
Подготовку образцов семян проводили для 
каждой серии экспериментов. Первые замеры 
длины корневой и надземной части проростков 
проводили на 4-й день, также подсчитывали 
количество проросших семян в контрольном 
и опытных вариантах. Повторный замер 
вегетативных частей растений проводили на 
12-й день эксперимента. В экспериментах 
проводили определение следующих показате-
лей: длину надземной и корневой частей про-
ростков; энергию прорастания семян; индекс 
токсичности исследуемых образцов почвы. 

Энергию прорастания (В) определяли по 
формуле:

В = a/b · 100%,                                              (1)

где а – число проросших семян; b – общее 
количество семян в опыте.

На основании среднеарифметических 
значений длин надземной и корневой частей 
проростков был рассчитан индекс токсичности 
оцениваемого фактора (ИТФ) [26]:

ИТФ = ТФ
о
/ТФ

к
,                                           (2)

где ТФ
o
 – значение регистрируемой тест-

функции в опыте; ТФ
к
 – значение регистри-

руемой тест-функции в контроле (65%).
Согласно оценочной шкале токсичности 

почв устанавливались следующие показатели.
Стимуляция – ИТФ > 1,1.
Норма – ИТФ = 0,91–1,10.
Низкая токсичность – ИТФ = 0,71–0,90.
Средняя токсичность – ИТФ = 0,5–0,7.
Высокая токсичность (LD

50
) – ИТФ < 0,5.

Сверхвысокая токсичность – ИТФ = 0.
Для подтверждения достоверности полу-

ченных результатов исследования проводили 
в пятикратной повторности. Статистическую 
обработку результатов осуществляли с приме-
нением пакета прикладных программ Statis-Statis-

Таблица 1 / Table 1
Варианты эксперимента / Experiment options

Лабораторный шифр образца
Laboratory sample code

Содержание в образце, % / Content in the sample, %
бентонит
bentonite

взвесь бактерий B. pumilus КМ
suspension of bacteria B. pumilus KM

Контроль / Control 0 0
1 0,5 0
2 0,5 1
3 1 1
4 0 1
5 1 0
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tica 6.0 (for Windows; «Stat Soft Inc.», США), 
Statgraph (Version 2.6; Cоulter), Microsoft 
Еxcel 2003 (for Windows XP). Различия между 
вариантами считали статистически значимы-
ми при p ≤ 0,05.

Результаты и обсуждение

На первом этапе работы для получения 
почвенной вытяжки экспозиция культуры 
бактерий, сорбента и их комбинации в образцах 
почвы составила 2 дня. Результаты проведён-
ных исследований показали, что при обработке 
семян R. sativus как контрольной, так и опыт-
ными почвенными вытяжками на 4-й день от 
начала эксперимента корневая часть отсутство-
вала. Надземные части проросших семян тест-
объекта, обработанные опытными образцами 
почвенных вытяжек, формировались более 
интенсивно по сравнению с контрольным об-
разцом, причём наибольшую стимуляцию роста 
растения наблюдали при обработке образцами 
почвенной вытяжки, содержащими только 1% 
сорбента бентонита (длина надземной части 
превышала контроль в 5,8 раза) или клетки 
модельного штамма (длина надземной части 
превышала контроль в 5,6 раза) (рис. 1).

На 12-й день от начала эксперимента 
корневую часть образовывали все семена  
R. sativus, наибольшая интенсивность корне-
образования показана при обработке почвен-

ными вытяжками, содержащими 1% бентонита 
(длина корней превышала контроль в 3,9 раза) 
или взвесь бактерий без добавления сорбента 
(длина корней превышала контроль в 3,3 раза). 
Аналогичные результаты были получены и для 
надземных частей тест-объекта. Длина надзем-
ных частей проростков редиса при обработке 
почвенными вытяжками, содержащими 1% 
бентонита, превышала контроль в 2 раза, а при 
использовании взвеси бактерий без сорбента – 
в 1,9 раза по сравнению с контролем.

Представляло интерес оценить влияние 
продолжительности экспозиции ремедиаци-
онных компонентов на фитотоксичность хро-
нически загрязнённых нефтью почв. Для этого 
опытные образцы нефтезагрязнённых почв 
оставляли на 30 дней при комнатной темпе-
ратуре. Дальнейшие исследования проводили 
аналогичным образом. Было установлено, что 
на 3-й день от начала эксперимента корневая 
часть растения отсутствовала при обработке 
семян почвенными вытяжками всех образцов 
нефтезагрязнённых почв, а надземная часть 
наиболее интенсивно формировалась при воз-
действии почвенных вытяжек, содержащих 
только клетки модельного штамма (длина над-
земной части превышала контроль в 4,4 раза) 
или 1% сорбента бентонита (длина надземной 
части превышала контроль в 4,9 раза) (рис. 2).

На 10-й день от начала эксперимента 
показатели формирования корневой части 

Рис. 1. Длина надземной и корневой частей проросших семян R. sativus, обработанных почвенными 
вытяжками (экспозиция 2 дня) (p ≤ 0,05) (варианты эксперимента см. в таблице 1)

Fig. 1. The length of the ground and root parts of germinated seeds of R. sativus, treated with soil 
extracts (exposure for 2 days) (p ≤ 0.05)(experimental options see Table 1)
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R. sativus были достоверно выше аналогич-
ных значений предыдущего эксперимента в 
1,1–1,5 раза в различных вариантах опыта, 
причём наибольший стимулирующий эф-
фект установлен также для образцов, со-
держащих взвесь бактерий без добавления 
сорбента (показатель выше контрольного 

в 5,3 раза) или 1% бентонита (показатель 
выше контрольного в 5,9 раза). Показатели 
надземной части растений R. sativus к 10-му 
дню эксперимента превышали значения 
предыдущего эксперимента в 1,2–1,4 раза 
при использовании различных вариантов 
факторов ремедиации.
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Рис. 2. Длина надземной и корневой частей проросших семян R. sativus, обработанных почвенными 
вытяжками (экспозиция 30 дней) (p ≤ 0,05) (варианты эксперимента см. в таблице 1)

Fig. 2. The length of the ground and root parts of the germinated seeds of R. sativus, treated with soil 
extracts (exposure of 30 days) (p ≤ 0.05) (experimental options see Table 1)

Рис. 3. Энергия прорастания семян в пробах с внесёнными бактериями и сорбентом
 (варианты эксперимента см. в таблице 1)

Fig. 3. Energy of seed germination in samples with introduced bacteria and sorbent
(experimental options see Table 1)
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Наилучшие результаты были получены 
при обработке семян почвенными вытяжками, 
содержащими взвесь бактерий без добавления 
сорбента (показатель выше контроля в 1,8 раза) 
или 1% бентонита (показатель выше контроля 
в 1,9 раза). Анализ результатов исследований 
по оценке энергии прорастания семян R. sativus 
показал, что значения показателя варьировали 
от 20 до 80% и зависели от количества внесён-
ного сорбента и времени присутствия бактерий 
B. pumilus КМ и бентонита в образцах нефтеза-
грязнённых почв (рис. 3).

Установлено, что семена редиса, обрабо-
танные почвенными вытяжками образцов,  
в которые были внесены бактерии B. pumilus 
КМ и сорбент за 30 дней до начала эксперимен-
та, характеризуются более высокой энергией 
прорастания. При определении индекса ток-
сичности почвенных образцов с использовани-
ем различных приёмов ремедиации отмечено, 
что токсичность образцов почвенных вытяжек 
зависела от длительности присутствия бактерий 
B. pumilus КМ, бентонита и их комплексов в неф-
тезагрязнённой почве (рис. 4). Выявлено, что 
добавка 0,5% сорбента бентонита в присут-
ствии или отсутствии бактерий B. pumilus КМ 
в течение 2 дней не оказывала значительного 
влияния на показатели токсичности почвенных 
вытяжек, индекс токсичности для указанных 

образцов соответствовал высокому уровню, как 
и в контрольном варианте.

Использование более высоких концентра-
ций сорбента в присутствии или отсутствии 
бактерий B. pumilus КМ приводило к уменьше-
нию токсичной нагрузки на почву до среднего 
уровня. Присутствие бактерий B. pumilus КМ, 
бентонита, а также их комплексов в образцах 
нефтезагрязнённой почвы в течение 30 дней 
способствовало интенсивному снижению 
показателя токсичности. Так, контрольный  
и опытный образец, содержащий 0,5% бен-
тонита, характеризовались низкой токсично-
стью, значения ИТФ образцов, имеющих в сво-
ём составе различные концентрации сорбента 
и взвесь бактерий, соответствовали норме. 
Почвенные вытяжки образцов, содержащих 
1% сорбента бентонита как без использования 
бактерий, так и в их присутствии, способство-
вали стимуляции роста R. sativus. Снижение 
ИТФ в контрольном варианте, вероятно, было 
связано с процессами абиотического преоб-
разования углеводородов нефти.

Заключение

Таким образом, внесение в образцы неф- 
тезагрязнённых почв  штамма бактерий 
B. pumilus КМ, бентонита и их комплексов 

Рис. 4. Значение ИТФ в пробах с внесёнными бактериями и сорбентом
(варианты эксперимента см. в таблице 1)

Fig. 4. The value of ITF in samples with introduced bacteria and sorbent
(experimental options see Table 1)
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приводило к снижению фитотоксичности, уро-
вень которой зависел от длительности присут-
ствия исследуемых компонентов и количества 
внесённого сорбента. Наилучшие результаты 
по снижению токсичности были получены для 
варианта нефтезагрязнённой почвы, в которой 
содержался 1% сорбента, и варианта, в кото-
ром присутствовали только бактерии штамма  
B. pumilus КМ. Следовательно, применение 
как монокультуры бактерий, так и природного 
сорбента бентонита открывает перспективы их 
использования при конструировании биопрепа-
ратов для проведения эффективных реабилита-
ционных мероприятий нефтезагрязнённых почв.

Работа выполнена в рамках государствен-
ного задания ИБ ФИЦ Коми НЦ УрО РАН по-
теме «Структура и состояние компонентов 
техногенных экосистем подзоны южной тайги», 
номер государственной регистрации в ЕГИСУ  
№ 1220401000325.
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