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Объект изучения – деструктор экотоксикантов на основе штаммов бактерий Pseudomonas 
fluorescens, Pseudomonas putida, Pseudomonas dеlhiensis и ассоциации клубеньковых бактерий 
Rhizobium loti с бобовым растением Лядвенцом рогатым (Lotus corniculatus). Установлено, 
что при совместном использовании бактерий и бобового растения Лядвенца рогатого уве-
личивается скорость окисления углеводородов нефти по сравнению со скоростью деграда-
ции загрязнителя при интродукции каждого бактериального штамма раздельно примерно в 
три раза. Полученный нами препарат-деструктор представляет собой сухую неоднородную 
массу, состоящую из жизнеспособных микробных клеток штаммов P. delhiensis и R. lotus в 
соотношении 1:1 в количестве не менее 4 млрд ж.м.к. на 1 г носителя, являющегося семе-
нами бобового растения Лядвенца рогатого, объединенную с делигнифицированным дре-
весным опилом (соотношение семян Лядвенца рогатого и бактериальных ассоциантов с де-
лигнифицированным древесным опилом 1:1). Нефтедеструктирующая активность препарата 
установлена в условиях микрополевых испытаний. Деградация экотоксикантов доказана 
методом капиллярной газовой хромато-масс-спектрометрии с масс-селективным детектиро-
ванием. Бактерии штаммов, входящих в его состав, непатогенны для человека и животных, 
биосовместимы, экологически безопасны, стабильны по признаку биодеструкции экоток-
сикантов, неприхотливы по питательным потребностям, технологичны, не персистируют в 
объектах окружающей среды при отсутствии субстрата для деструкции. Разработана техно-
логия производства препарата. Результаты представленных исследований свидетельствуют 
о возможности практического использования деградативного потенциала препарата в ходе 
осуществления мероприятий по рекультивации почвы, очистке от экотоксикантов и восста-
новлению ее экологического статуса.

Ключевые слова: биодеструкция; клубеньковые бактерии; Лядвенц рогатый; микробно-рас-
тительная ассоциация; микроорганизмы; нефтепродукты; нефть; рекультивация; эколо-
гическая биотехнология; экотоксикант.
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Развитие техносферы создало в биосфере 
множество количественных и качественных из-
менений, вызвавших «лавинообразные» про-
цессы ухудшения среды обитания человека [1]. 
В ней скапливаются химические соединения, с 
которыми живой организм в ходе эволюции не 
сталкивался и поэтому не имеет соответству-
ющих аналитических систем, сигнализирующих 
об их наличии. В этой связи чрезвычайно ак-
туальным является сбор данных о загрязне-
ниях окружающей среды и источниках их по-
ступления с целью регламентации допустимых 
уровней загрязнения и принятия адекватных мер 
для ликвидации загрязнений и минимизации по-
следствий для окружающей среды.

Нефтедобывающая промышленность яв-
ляется одной из важнейших отраслей хозяй-
ственной деятельности в Российской Федерации. 
В 2017 г. добыча нефти составила 546,8 млн т, 
при этом объем утечек достигает 15–20 млн т 
в год. Более 75% состава нефти приходится на 
углеводороды, остальную часть составляют их 
производные, в которых содержится сера, азот 
и кислород. Доля Вооруженных Сил в выбросах 
загрязняющих веществ в атмосферный воздух 
и в загрязнении территорий в различных реги-
онах России не столь велика по сравнению с про-
мышленным комплексом страны. Тем не менее, 
военные объекты представляют потенциальную 
опасность для благополучия регионально-ло-
кальных и даже глобальных систем жизнеобе-
спечения на обширных территориях страны. В 
целом проблема обращения с отходами производ-
ства и потребления считается одной из наиболее 
актуальных и трудно решаемых экологических 
проблем не только в России, но и во всем мире. 
Решение этой проблемы также является одной из 
существенных задач, стоящих перед Вооружен-
ными Силами России [2, 3].

Нарушение экологического статуса терри-
торий в пунктах дислокации военных объектов 
и районах действий подразделений и частей Рос-
сийской Армии происходит как в ходе их повсед-
невной деятельности, так и при возникновении 
аварийных и чрезвычайных ситуаций. Нефтеза-
грязнения окружающей природной среды воз-
никают на территориях баз и складов горючего, 
аэродромов, парков автомобилей и иной тех-
ники, площадках ремонтного фонда, котельных, 
работающих на мазутном топливе, на полигонах, 
где происходит массовое сосредоточение воору-
жения и военной техники, работающей с исполь-
зованием горюче-смазочных материалов, а также 
в местах базирования сил флота и флотилии [2, 3] 
(рисунок 1)1.

1 Техника для рекультивации почвы. URL: https:// www.google.ru/search?newwindow=1&rlz=1C1GGRV_enRU 
783 RU 783&ei (дата обращения: 01.07.2018).

К числу наиболее перспективных техно-
логий обезвреживания отходов мировая прак-
тика относит биотехнологию – науку, которая, 
применяя знания в области микробиологии, 
биохимии, генной инженерии, приборо- и маши-
ностроения, использует биологические объекты 
(микроорганизмы различных биологических 
видов) для производства препаратов деструк-
торов, способных разлагать обширный спектр 
экотоксикантов, в том числе углеводородные со-
единения, а также очищать природные объекты 
(почвы, воды) от нефти и нефтепродуктов. Их 
совместное в течение длительного периода вре-
мени нахождение в почве может вызвать унич-
тожение почвенного покрова, являющегося важ-
нейшим сорбционно-химическим барьером на 
пути миграции экотоксикантов из атмосферы в 
грунтовые воды и реки [4, 5]. Несмотря на пре-
достережения экологов о деградации локальных 
экосистем под воздействием нефтезагрязнений, 
выдвинуты предложения о ликвидации разливов 
нефти и нефтепродуктов на суше путем сжи-
гания [6], что, вне всякого сомнения, приведет к 
экологической катастрофе.

Для преодоления негативного антропоген-
ного воздействия на почво-грунты и экосистемы 
антропогенных ландшафтов используют техно-
логию рекультивации [5, 7]. Рекультивация зе-
мель – это комплекс инженерных и санитарно-ги-
гиенических мероприятий, предусматривающих 
улучшение (восстановление) свойств грунтов в 
целях исключения физического и химического 

Biotechnology for remediation and restoring the ecological status of soil in the places of permanent disposition...

Рисунок 1 – Участок нефтезагрязненной почвы
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негативного воздействия на окружающую при-
родную среду2,3,4 [7].

В соответствии с общими требованиями к ре-
культивации земель5, в процессе восстановления 
исходного экологически приемлемого состояния 
земельных участков, загрязненных экотоксикан-
тами, необходимо осуществлять мероприятия по 
охране окружающей среды: ускорить деградацию 
экотоксикантантов, ликвидировать засоленность 
и солонцеватость почв, а также осуществить ряд 
других мероприятий. Сам же процесс рекульти-
вации земель и грунтов предполагает удаление 
экотоксикантов из состава почвы и собственно 
рекультивацию, включающую технический и 
биологический этапы.

Технический этап рекультивации – это 
проведение работ с привлечением специальной 
техники, создающих необходимые условия для 
последующего использования рекультивиро-
ванных земель по целевому назначению или для 
проведения мероприятий по восстановлению 
плодородия почв 6,7 (рисунок 2).

Таким образом, меры технической рекуль-
тивации направлены на ускорение процессов фи-
зического очищения почвы.

Биологический этап включает комплекс 
агротехнических и фитомелиоративных меро-
приятий, направленных на улучшение агро-
физических, агрохимических, биохимических 
и других свойств почвы8,9,10. По существу, ре-
культивация – это оптимизация физико-хими-
ческих и биологических факторов очищения 
почвы. Этап рекультивации выполняется после 
завершения технического этапа и заключается 
в подготовке почвы, внесении удобрений и пре-
паратов, подборе трав и травосмесей, посеве и 
уходе за посевами, что обеспечивает закре-
пление поверхностного слоя почвы корневой 
системой растений, создание сомкнутого тра-
востоя и предотвращает развитие водной и ве-
тровой эрозии почвы на нарушенных землях. 
Таким образом, препараты, содержащие ми-

2 ГОСТ 17.5.3.05–84. Охрана природы. Рекультивация земель. Общие требования к землеванию. М.: ИПК 
Издательство стандартов, 2015.
3 ГОСТ 17.5.3.04–83 (с изменением № 1). Охрана природы. Земли. Общие требования к рекультивации земель. 
М.: ИПК Издательство стандартов, 2002.
4 ГОСТ 17.5.3.06–85. Охрана природы. Земли. Требования к определению норм снятия природного слоя почвы 
при производстве земляных работ. М.: ИПК Издательство стандартов, 2015.
5 ГОСТ 17.5.3.05–84. 
6 Техника для рекультивации почвы. URL: https:// www.google.ru/search?newwindow=1&rlz=1C1GGRV_enRU 
783 RU 783&ei.
7 ГОСТ 17.5.3.06–85. 
8 ГОСТ 17.5.3.05–84. 
9 ГОСТ 17.5.3.04–83.
10 ГОСТ 17.5.3.06–85.

кроорганизмы-деструкторы загрязняющих 
почву соединений, являются естественной со-
ставной частью биологической рекультивации, 

И.П. Погорельский, А.А. Лещенко, А.Г. Лазыкин и др.

Рисунок 2 – Образцы техники, используемой при 
рекультивации почвы
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которая призвана ускорить процесс разру-
шения экотоксикантов в почве11,12 [8].

В настоящее время продолжаются иссле-
дования по разработке научно обоснованных, 
экономически оправданных, эффективных тех-
нологий, в том числе биотехнологий, рекульти-
вации и санации почв, восстановление их эко-
логического статуса. Однако, как это явствует 
из опубликованных данных по результатам 
экспериментальных исследований [9], не суще-
ствует универсального вида микроорганизмов, 
способного осуществить деградацию всех эко-
токсикантов и их компонентов. Поэтому в со-

11 ГОСТ 17.5.3.04–83.
12 ГОСТ 17.5.3.06–85. 
13  Там же.

став препаратов, предназначенных для рекуль-
тивации почвы, необходимо включать несколько 
видов микроорганизмов-деструкторов, принад-
лежащих различным таксономическим группам. 
В выполненных ранее исследованиях [10] было 
установлено, что биотехнология препарата де-
структора нефти и нефтепродуктов должна бази-
роваться на использовании бактерий с высокой 
ферментативной активностью. Интродукция 
специализированных штаммов деструкторов 
P. fluorescens и P. putida в составе препарата в не-
фтезагрязненную почву обеспечивает, с одной 
стороны, деградацию экотоксикантов в почве, 
а с другой стороны – стимуляцию естественной 
(аборигенной) микрофлоры [7].

Входящие в состав препарата микроор-
ганизмы вместе с аборигенными почвенными 
микроорганизмами способны формировать 
устойчивые трофические цепи и постадийно уча-
ствовать в процессе деградации экотоксикантов. 
Применение препарата на основе указанных 
выше микроорганизмов-деструкторов перспек-
тивно для рекультивации сильно загрязненной 
нефтью и нефтепродуктами почвы, верхний слой 
которой, согласно технической рекультивации 
по ГОСТ13, подлежит снятию и санации на специ-
ально оборудованных площадках с последующим 
его возвращением на место изъятия [10]. Схема 
рекультивации нефтезагрязнённой почвы со сня-
тием верхнего слоя представлена на рисунке 4. 

Кроме того, учитывая тот факт, что вхо-
дящие в состав препарата бактерии P .fluorescens 
и P. putida, обладают С-Р-лиазной активностью 
и способны разлагать фосфорорганические со-
единения, сам препарат перспективен для ис-
пользования наряду с биокатализаторами на 
основе микроорганизмов-деструкторов (или 
их консорциумов) и продуцируемых ими фер-
ментов [11] для рекультивации земли пром-
площадки объекта уничтожения химического 

Биотехнология рекультивации и восстановления экологического статуса почвы...

Рисунок 3 – Растущая культура и фиксированные 
бактериальные клетки бактерий P. fluorescens 

(А – Рост бактерий P. fluorescens на плотной пита-
тельной среде; Б – Микроскопия окрашенных по Граму 

бактерий P. fluorescens)

Рисунок 4 – Схема рекультивации 
нефтезагрязненной почвы [10] 
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оружия «Марадыковский» после его перепро-
филирования. 

Дальнейшее расширение возможностей 
биотехнологии рекультивации почвы связано 
с применением препарата, объединяющего ми-
кроорганизмы, которые обеспечивают био- и 
фиторекультивацию. В самой технологии фи-
торекультивации предпочтение отдают ассо-
циированным с растениями микроорганизмам. 
Именно микроорганизмы ризосферы растений 
играют ведущую роль в деградации экотокси-
кантов в процессе рекультивации. Общеиз-
вестно, что в ризосфере растений присутствуют 
так называемые PGPR-бактерии (от англ. plant 
growth promoting rhizobacteria), оказывающие 
стимулирующее влияние на рост растений. В 
свою очередь растения способны активно про-
тиводействовать экотоксикантам посредством 
таких процессов, как конъюгация, экскреция 
экотоксикантов и последующая их деградация 
до клеточных метаболитов и углекислого газа 
[12]. В этой связи при разработке методов фи-
торекультивации представляется актуальным 
создать препарат на основе бактерий эффек-
тивных деструкторов экотоксикантов, спо-
собных к колонизации ассоциированных с 
ними растений. Такие штаммы бактерий, как 
P. dеlhiensis и R. loti, обладающие способностью 
формировать микробно-растительные ассо-
циации, были использованы нами в качестве 
биодополнения к уже разработанному препа-
рату деструктору нефти и нефтепродуктов [10]. 
Объединение в препарате штаммов микроорга-
низмов эффективных деструкторов нефти и не-
фтепродуктов, а также семян бобовых растений, 
выступающих в качестве носителя специализи-
рованных природных клубеньковых бактерий, 
создает необходимые условия для стимулиро-
вания роста растений, защиты их от фитопато-
генов и полноценной деградации экотоксикантов 
до полного восстановления исходного экологиче-
ского состояния почвы.

Цель исследования – разработка новой 
формы двухкомпонентного биопрепарата с рас-
ширенным спектром деградативного потенциала 
на основе бактериальных штаммов P. fluorescens, 
P. putida, P. dеlhiensis и ассоциации клубеньковых 
бактерий R. loti с бобовым растением Лядвенцом 
рогатым (L. corniculatus) и обоснование возмож-
ности его применения для рекультивации и са-
нации нефтезагрязненной почвы.

Материалы и методы
В работе использовали коллекционные 

штаммы P. fluorescens, P. putida; штамм P. delhiensis 
выделен и идентифицирован в 2013 г., депони-
рован во Всероссийской коллекции [13]. Клубень-
ковые бактерии R. lotus и cемена Лядвенца рога-
того (L. corniculatus) семейства бобовых (Fabaceae) 
получены из ФГБНУ «Федеральный аграрный 

научный центр Северо-Востока им. Н.В. Рудниц-
кого».

Культивирование бактерий Р. delhiensis про-
водили на мясо-пептонном агаре и в жидкой 
питательной среде на основе кислотного гидро-
лизата казеина и дрожжевого автолизата, а клу-
беньковых бактерий R. lotus – на маннитно-дрож-
жевом агаре.

Выращивание бактерий Р. delhiensis глу-
бинным способом проводили при температуре 
28 °С в биореакторе «Биор-01» (Россия) в течение 
24 ч, а бактерий R. lotus – в течение 48 ч.

Иммобилизацию микроорганизмов [14] осу-
ществляли путем перемешивания смеси культур 
Р. delhiensis и R. lotus с семенами растения – фи-
торемедианта Лядвенца рогатого (L. corniculatus) 
в защитной сахарозо-желатиновой среде. Смесь 
концентрата микроорганизмов с семенами Ляд-
венца рогатого в защитной сахарозо-желати-
новой среде распределяли равномерным слоем на 
дне кювет, которые помещали для высушивания 
в микроволновую вакуумную сушильную уста-
новку типа «Grandtec». Сухую смесь концентрата 
микроорганизмов с семенами Лядвенца рогатого 
снимали шпателем со дна кювет, помещали в па-
кеты из полимерного материала, после чего объе-
диняли с сорбентом – материалом естественного 
происхождения – древесным опилом [15], перено-
сили в герметично закрытую стеклянную тару и 
хранили при температуре от 0 до 8 °С.

Делигнификацию опила лиственных пород 
деревьев осуществляли путем кипячения в те-
чение 4 часов в 0,1 М растворе NaOH в соотно-
шении: 50 г опила и 1,5 л раствора щелочи с после-
дующим отмыванием дистиллированной водой 
до значения рН 6,0–7,0 [16].

Количественный учет иммобилизованных 
на носителе бактерий выполняли чашечным 
методом Коха, высевая суспензию регидратиро-
ванного в 9 мл изотонического раствора хлорида 
натрия 1 г препарата на плотную питательную 
среду в чашках Петри с последующим подсчетом 
выросших колоний.

Для количественного определения нефти 
в образцах использовали метод капиллярной 
газовой хромато-масс-спектрометрии. Исследо-
вания проводили на газовом хромато-масс-спек-
трометре GCMS – QP2010 Plus («Shimadzu», 
Япония) с масс-фильтром квадрупольного типа. 
Последующую обработку данных осущест-
вляли с помощью программного обеспечения 
GCMSSolution 2.5, укомплектованного универ-
сальной библиотекой масс-спектров 250 тыс. 
органических соединений NIST 05. Для коли-
чественного определения анализируемого ком-
понента применяли метод внешнего стандарта. 
Расчет проводили по площадям пиков.

Моделирование натурных условий рекуль-
тивации почвы проводили на испытательном 

I.P. Pogorelsky, A.A. Leshchenko, A.G. Lazykin et al.
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стенде, оборудованном системами поддержания 
и контроля технологических параметров ведения 
процесса [10].

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов выполняли по методу Кербера в моди-
фикации И.П. Ашмарина и А.А. Воробьева [17].

Результаты и обсуждение
Стандартный биотехнологический про-

цесс получения микробных культур, необхо-
димых для создания препарата деструктора, 
включает пять основных стадий: подготовку 
питательной среды с заданными свойствами 
(рН, температура, концентрация питательных 
веществ и др.); получение посевного материала 
из чистой культуры бактериальных клеток; вы-
ращивание микроорганизмов в биореакторе; 
концентрирование; приготовление полуфабри-
ката. Именно этот постадийный биотехнологи-
ческий процесс с успехом использован в био-
технологии препарата деструктора на основе 
штаммов Р. delhiensis и R. lotus [10]. Готовый к 
применению лиофильно обезвоженный пре-
парат представляет собой пористую массу свет-
ло-желтого цвета без посторонних включений. 
Биотехнологию препарата на основе новых 
микроорганизмов предстояло адаптировать 
к существующей аппаратурно-технологиче-
ской линии для получения нового препарата 
на основе микробно-растительной ассоциации. 
Культуры микроорганизмов Р. delhiensis и R. 
lotus были получены при глубинном выращи-
вании в жидкой питательной среде в биореак-
торе при оптимальных условиях с целью более 
высокого выхода биомассы. В дальнейшем для 
получения полуфабриката микробные клетки 
глубинных культур отделяли от питательной 
среды с помощью модульной ультра- и микро-
фильтрации системы «Сартокон-мини». В та-
блице 1 приведены данные, характеризующие 
глубинные культуры и микробные концен-
траты, предназначенные для дальнейшего ис-
пользования в технологии препарата.

Как следует из представленных данных, 
глубинные культуры характеризуются высоким 
уровнем накопления микробной биомассы, а па-

раметры процесса концентрирования позволяют 
получить концентрат, пригодный для создания 
полуфабриката.

Следующим этапом исследований было 
определение формы (свободной или иммоби-
лизованной) находящихся в препарате живых 
микробных клеток. Преимущество использо-
вания иммобилизованных клеток, в отличие от 
свободных, определяется рядом характеристик, 
таких как повышенная жизнеспособность клеток, 
устойчивость к действию неблагоприятных фак-
торов внешней среды, высокая каталитическая 
активность иммобилизованных клеток и их фер-
ментов, концентрация больших количеств био-
массы и минимизация потери биомассы при вне-
сении в окружающую среду, экономичность [14].

Для последующего формирования микроб-
но-растительной ассоциации необходимо было 
выбрать оптимальный вариант носителя микро-
организмов. Свой выбор мы остановили на при-
родных носителях, к которым следует отнести 
семена растений фиторемедиантов, являющихся 
важным элементом в процессах восстановления 
почвенного покрова, загрязненного в резуль-
тате хозяйственной деятельности [18]. В пред-
варительных исследованиях были изучены три 
варианта носителей на основе семян Лядвенца 
рогатого и опила лиственных пород деревьев 
с разным соотношением компонентов. Очень 
важно, что делигнифицированный древесный 
опил не обладает повышенной кислотностью, 
но при этом имеет сорбирующие свойства и вы-
сокую поглотительную способность, которые 
создают дополнительные оптимальные условия 
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Наименование 
микроорганизма

Содержание бактериальных 
клеток в …, 

млрд ж.м.к./мл
глубинной 
культуре

микробном 
концентрате

P. delhiensis 14,90±2,2 48,30±1,3

R. lotus 13,70±2,5 44,31±1,2

Таблица 1 – Характеристика глубинных культур 
и микробных концентратов, предназначенных 

для использования в технологии приготовления 
препарата (Х, n=3)

Варианты 
носителей Состав носителей Внешний вид 

носителя

1 Семена Лядвенца 
рогатого

2

Семена Лядвенца 
рогатого и 

делигнифицированный 
опил (соотношение 1:1)

3

Семена Лядвенца 
рогатого и 

делигнифицированный 
опил (соотношение 4:1)

Таблица 2 – Варианты носителей, 
использованных для формирования 

микробно-растительной ассоциации
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для проращивания семян Лядвенца рогатого. Из-
ученные варианты микробно-растительной ассо-
циации представлены в таблице 2.

Каждый из представленных вариантов но-
сителей в последующих экспериментах использо-
вали для иммобилизации на них подготовленной 
смеси клеток микроорганизмов P. delhiensis и 
R. lotus и последующего высушивания в защитной 
сахарозо-желатиновой среде в микроволновой 
вакуумной сушильной установке типа «Grandtec». 
По окончании высушивания препарата в бакте-
риологической лаборатории определяли коли-
чество иммобилизованных микроорганизмов 
на носителе путем высева регидратированной в 
изотоническом растворе хлорида натрия 1 г кон-
центрированной смеси суспензий бактериальных 
клеток деструктора экотоксикантов P. delhiensis и 
ризобий R. lotus на плотную питательную среду 
в чашках Петри с последующим подсчетом вы-
росших колоний (рисунок 5).

Результаты подсчетов представлены в та-
блице 3.

На основании представленных резуль-
татов можно заключить, что, судя по экспери-
ментальным данным, наибольшее количество 
жизнеспособных бактериальных клеток R. lotus 
и P. delhiensis выявлено в экспериментах с вари-
антами носителя № 2 и № 3. При этом наиболее 
предпочтительным оказался состав носителя 
под № 2: в 1 г препарата сконцентрировалось 
наибольшее количество микроорганизмов, игра-
ющих основную роль в процессе биоремедиации.

Таким образом, экспериментальный об-
разец препарата на основе микробно-расти-
тельной ассоциации представляет собой сухую 
неоднородную массу, состоящую из жизнеспо-
собных микробных клеток штаммов P. delhiensis 
и R. lotus в соотношении 1:1 в количестве не менее 
4 млрд ж.м.к. на 1 г носителя, являющегося семе-
нами бобового растения Лядвенца рогатого, объ-
единенную с делигнифицированным древесным 
опилом (соотношение семян Лядвенца рогатого 
и бактериальных ассоциантов с делигнифициро-
ванным древесным опилом 1:1). 

Для оценки эксплуатационной характери-
стики (деструкции нефти и нефтепродуктов) 

полученного образца препарата в условиях ми-
крополевых испытаний он был объединен с 

И.П. Погорельский, А.А. Лещенко, А.Г. Лазыкин и др.

Варианты 
носителей Состав носителя

Содержание жизнеспособных клеток…, млрд 
ж.м.к./г

P. delhiensis R. lotus

1 Семена Лядвенца рогатого 7,9±0,44 4,2±0,2

2 Семена Лядвенца рогатого : 
делигнифицированный опил (1:1) 19,43±1,8 8,73±0,5

3 Семена Лядвенца рогатого : 
делигнифицированный опил (4:1) 17,1±1,6 7,62±0,3

Таблица 3 – Характеристика выживаемости микроорганизмов, 
иммобилизованных на носителе (Х, n=3)

Рисунок 5 – Определение количества иммобили-
зованных микроорганизмов на носителе

Рисунок 6 – Хроматограмма определения  
состава образцов контрольной (А) и  

деструктированной (Б) нефти



51‌Вестник войск РХБ защиты. 2018. Том 2. № 4‌

БИ
О

Л
О

ГИ
Ч

ЕСК
А

Я БЕЗО
П

А
СН

О
С

ТЬ И
 ЗА

Щ
И

ТА
 О

Т БИ
О

Л
О

ГИ
Ч

ЕСКИ
Х

 УГРО
З‌

препаратом лиофилизированных бактерий двух 
штаммов P. fluorescens и P. putida, составляющих 
основу разработанного ранее биопрепарата [10]. 
Эксперименты были проведены с сырой нефтью, 
внесенной в почву (10–20 г на 1 кг почвы). После 
перемешивания нефти с почвой вносили двух-
компонентный препарат. В конце вегетационного 
периода отбирали образцы почвы (опытный и 
контрольный) и после соответствующей пробо-
подготовки их анализировали. 

На рисунке 6 приведены хроматограммы, 
а в таблицах 4 и 5 идентифицированные компо-
ненты исходной и деструктированной нефти.

Из представленных результатов хрома-
то-масс-спектрометрического анализа (ри-
сунок  6, таблица 4) исследуемых образцов сле-
дует, что в исходной нефти идентифицировано 
39 компонентов, а в деструктированной – 33. При 
этом в деструктированной нефти уменьшилось 
содержание компонентов, доля которых в общем 
количестве находится в диапазонах (0–1)%, (1–
2)%, (4–6)%, (8–10)%, но в то же время возросла 
доля компонентов в диапазоне (2–4)% и (6–8)%. И 
если в образце нефти первым на хроматограмме 
появляется углеводород декан (С10Н22) при вре-
мени выхода 6,405 мин, то в образце деструкти-
рованной нефти перед тем же углеводородом, 
появляющемся на хроматограмме на 14,541 мин, 
выявляются трихлорометан и метан (время вы-
хода 0,645 мин), дихлоронитрометан (время вы-
хода 1,726 мин).

Представленные в таблице 5 данные одно-
значно свидетельствуют о процессе деструкции 
нефти под влиянием ферментов микроорга-
низмов двухкомпонентного препарата деструк-
тора: по сравнению с исходной нефтью в об-
разце деструктированной нефти появились 
газообразные алканы (трихлорометан, дихло-
ронитрометан), снизилось содержание жидких 
фракций нефти (с 17 до 13), а также содержание 
фракции твердых парафинов (с 22 до 18). При 
этом следует отметить, что в образце деструк-
тированной нефти появился циклопентан 
(С25Н50), относящийся к нафтенам, доля кото-
рого среди алканов составляет 4,65%. Согласно 
полученным данным, можно говорить о том, что 
исследуемая нефть относится к классу метановой 
нефти, в которой преобладающими являются 
ненасыщенные углеводороды, а в процессе био-
деструкции появляются циклические углеводо-
роды (CnH2n+2), характерные для нафтеновой 
нефти.

Есть основание полагать, что начавшийся под 
воздействием ферментов микроорганизмов двух-
компонентного препарата процесс деградации 
нефти приводит к фрагментации нафтенов и в 
последующем он продолжается под воздействием 
ферментов деструкции почвенных микроорга-
низмов. Важно подчеркнуть, что микроорганизмы 
нефтедеструкторы синтезируют биосурфоктанты, 
которые эмульгируют и солюбилизируют углеводо-
роды, облегчая поступление фрагментированных 

Биотехнология рекультивации и восстановления экологического статуса почвы...

Содержание 
идентифицированных 
компонентов нефти в 
диапазоне …, процент

Проба образца контрольной нефти 
(39 идентифицированных компонентов)

Проба образца 
деструктированной нефти 
(33 идентифицированных 

компонента)

0–1 12 4

1–2 6 4

2–4 12 17

4–6 8 6

6–8 0 2

8–10 и более 1 0

Алкан Содержание алканов в 
образце контрольной нефти

Содержание алканов в образце 
деструктированной нефти

С1–С4 – газообразные алканы (в виде 
растворенного газа) 0 2

С5–С16 – основная масса жидких фракций нефти 17 13

С17–С53 – тяжелые нефтяные фракции (твердые 
парафины) 22 18

Таблица 4 – Идентифицированные компоненты образцов контрольной  
и деструктированной нефти и их относительное содержание в пробах

Таблица 5 – Углеводороды ряда «алканы» в образцах контрольной и деструктированной нефти
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нафтенов в микробные клетки для продолжения 
их деградации. Указанная углеводородокисля-
ющая активность микроорганизмов P. fluorescens, 
P. putida и P. delhiensis обеспечивает практически 
полное снижение количества сырой нефти в почве. 
Усилению деструктирующей активности микроор-
ганизмов P. fluorescens, P. putida и P. delhiensis спо-
собствуют особенности биологического строения 
бобового растения Лядвенца рогатого, у которого 
корневая система стержневая, проникающая в 
почву до 2 м, с большим количеством крупных клу-
беньков и окружающих их клубеньковых бактерий. 

Предложенный научно обоснованный 
подход реализован в технологии двухкомпо-
нентного препарата, оба компонента которого 
хранятся при оптимальных условиях и объе-
диняются в единый комплекс по запросу. По-
следующее внесение двухкомпонентного пре-
парата, особенно при рекультивации почвы с 
обширной площадью нефтезагрязнения, может 
быть осуществлено с использованием сеялки 
зернотукотравяной СЗТ-3,6А (или ее аналогов)14 
для рядового посева семян Лядвенца рогатого  
с одновременным внесением гранулированных 
минеральных удобрений (рисунок 7) [23]. 

Заключение
Микроорганизмы широко распространены в 

неживой и живой природе. По данным А.А. Воро-
бьева [19], число бактерий, населяющих почву, воду 
морей, рек и океанов, атмосферу, растительный и 
животных мир, достигает 1027–30. Именно благодаря 
микроорганизмам процесс трансформации орга-
нического вещества завершается полной минера-
лизацией. В результате биохимических процессов 
природные и синтетические загрязнители превра-
щаются в двуокись углерода, воду и другие экологи-
чески нейтральные соединения. Микроорганизмы 
деструкторы являются основой различных биокон-
версий токсичных веществ и очистки от них загряз-
ненных почв и водоемов. Это новое направление по 
защите окружающей среды от химических загряз-
нений получило название «экологической биотех-
нологии». 

Двухкомпонентный препарат с расширенным 
спектром деградативной активности биосовме-
стимых, экологически безопасных микроорга-
низмов природного происхождения в ассоциации 
с семенами бобового растения Лядвенца рогатого 
в результате синергидного эффекта входящих в его 
состав биологически активных компонентов может 
быть использован для санации нефтезагрязненных 
почв в местах постоянной дислокации войск и вос-
становления их экологического статуса. При со-
вместном использовании бактерий и бобового рас-
тения Лядвенца рогатого увеличивается скорость 

14 Сеялки с анкерными сошниками. URL: http://yandex.ru/images/ search?img_url=https%3A%F%2Fzem.ms21.ru 
(дата обращения: 01.07.2018 г.).

окисления углеводородов нефти по сравнению со 
скоростью деградации загрязнителя при интро-
дукции каждого бактериального штамма раздельно 
примерно в три раза.

I.P. Pogorelsky, A.A. Leshchenko, A.G. Lazykin et al.

Рисунок 7 – Техника для рядового посева  
зернобобовых культур с иммобилизованными 

микроорганизмами [23] 
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BIOTECHNOLOGY FOR REMEDIATION AND RESTORING  
THE ECOLOGICAL STATUS OF SOIL IN THE PLACES OF 
PERMANENT DISPOSITION OF THE TROOPS  
BY OIL-DESTRUCTOR PREPARATION ON THE BASIS  
OF THE MICROBIAL-PLANT ASSOCIATION

I.P. Pogorelsky, A.A. Leshchenko, A.G. Lazykin, K.I. Gurin, 

V.V. Teterin, D.A. Sharov

Branch Office of the Federal State Budgetary Establishment 
«48 Central Scientific Research Institute» of the Ministry of Defence 
of the Russian Federation (Kirov), Oktyabrsky Avenue 119, Kirov 610000, Russian Federation

The object of the study is a preparation of ecotoxicant destructor based on bacterial strains of 
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida, Pseudomonas délhiensis and associations of nodule 
bacteria Rhizobium loti with Lotus corniculatus. It is established, that during the simultaneous use 
of the bacteria and the legume Lotus corniculatus the rate of oxidation of petroleum hydrocarbons 
increases three times in comparison with the degradation rate of the pollutant after the separate use of 
each bacterial strain. We have received the preparation of ecotoxicant destructor – dry heterogeneous 
mass consisting of viable microbial cells of strains of P. delhiensis and R. lotus, seeds of leguminous 
plant Lotus corniculatus and delignified sawdust. Oil destructive activity of the preparation is proved 
in the course of microfield experiments. The degradation of ecotoxicants is proved by capillary gas 
chromatography-mass spectrometry with mass-selective detection. Bacteria of the strains, included 
in the preparation, are non-pathogenic for humans and animals, biocompatible, environmentally 
safe, stable, unpretentious to nutritional needs, technological, do not persist in environmental objects 
in the absence of a substrate for destruction. The technology of the production of the preparation is 
developed. The results of these studies demonstrate the possibility of practical use of the degradative 
potential of the preparation in the course of the implementation of the measures for soil reclamation, 
cleaning up ecotoxicants and restoring its ecological status.
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