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Влияние агрохимической обработки нефтезагрязненной почвы на динамику чис-

ленности мезофильных и психрофильных микроорганизмов. – Трусей И. В., Гуре-
вич Ю. Л., Ладыгина В. П. – В работе оценивали влияние на численность мезофильных и 
психрофильных микроорганизмов в нефтезагрязненной почве полимерного структурообра-
зователя, мела и микроорганизмов. Наибольший положительный эффект на рост микроор-
ганизмов оказал карбамидо-формальдегидный структурообразователь. В меньшей степени 
повлияло внесение углеводородокисляющих бактерий и мела. Численность мезофильных и 
психрофильных углеводородокисляющих бактерий на площадках, обработанных структу-
рообразователем, увеличилась с 2.8×105 до 1.95×108 КОЕ/г и с 2.0×105 до 1.9×107 КОЕ/г со-
ответственно. Этот эффект оказался более выраженным через год, когда численность дан-
ных групп микроорганизмов увеличилась на 3-4 порядка.  

Ключевые слова: нефтезагрязненные почвы, психрофилы, мезофильные микроорганиз-
мы, карбамидо-формальдегидный структурообразователь, мел, интродукция. 

 
Influence of the agrochemical treatment of oil-contaminated soil on the abundance dy-

namics of mesophilic and psychrophilic microorganisms. – Trusey I. V., Gurevich Y. L., and 
Ladygina V. P. – The influence of a polymeric structure-formation agent, chalk and microorgan-
isms on the numbers of mesophilic and psychrophilic microorganisms in oil-contaminated soil was 
estimated. A carbamide–formaldehyde structure-formation agent had the most positive effect on 
microbial growth. Introducing hydrocarbon-degrading bacteria and chalk influenced to a lesser de-
gree. The numbers of mesophilic and psychrophilic hydrocarbon- degrading bacteria on the sites 
treated with the agent increased from 2.8×105 to 1.95×108 cfu/g and from 2.0×105 to 1.9×107 cfu/g, 
respectively. This effect appeared to be more expressed in a year, when the numbers of these 
groups of microorganisms increased by 103 – 104. 

Key words: oil-contaminated soil, psychrophilic microorganisms, mesophilic microorganisms, 
carbamide-formaldehyde structure-formation agent, chalk, introduction. 
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ВВЕДЕНИЕ 
При восстановлении почв, загрязненных углеводородными поллютантами, 

используют два биологических подхода – биостимуляцию,  основанную на  стиму- 
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лировании роста естественной микрофлоры, и биоаугментацию, принципиальное 
отличие которой – внесение микробных препаратов (Климентова и др., 2007; Atlas, 
1995). Стимулирование роста аборигенной микрофлоры чаще всего осуществляют 
путем внесения минеральных удобрений, поскольку загрязнение почв органиче-
скими соединениями приводит к избытку углерода и недостатку биогенных эле-
ментов питания. В этой ситуации внесение удобрений представляет собой универ-
сальный и высокоэффективный прием, позволяющий сбалансировать питание и 
увеличить численность автохтонных микроорганизмов. Соответственно, повыша-
ется скорость биодеградации углеводородов нефти и других органических поллю-
тантов. В сравнении с «рутинными» методами химизации почв использование 
рекламируемых микробных препаратов часто представляется как необходимый и 
эффективный подход. В связи с этим отметим, что при мероприятиях биоаугмен-
тации рекомендуется вносить в почву биогенные элементы. Ряд авторов считает, 
что вклад интродуцированных микроорганизмов в деградацию поллютанта суще-
ственно меньше, чем вклад биостимуляции (Atlas, 1995; Margesin et al., 2008). В 
работах A. D. Venosa с соавт. (1992) и G. Thouand с соавт. (1999) проанализирован 
целый ряд коммерческих микробных препаратов и отмечена их низкая эффектив-
ность. Нередкие неудачи использования микробных препаратов предъявляют вы-
сокие требования к подбору штаммов-нефтедеструкторов. Должны быть учтены не 
только нефтеокисляющая активность бактерий, но и температурный диапазон рос-
та, биоэмульгирующая способность, наличие катаболических плазмид и другие 
показатели (Ветрова и др., 2013; Margesin et al., 2008). В то же время активно раз-
виваются методы стимулирования аборигенной микрофлоры в нефтезагрязненных 
почвенных экосистемах (Климентова и др., 2007). Например, используют удобре-
ния пролонгированного действия, торф и т.д. 

Настоящая работа направлена на анализ возможностей биостимуляции. В ча-
стности, оценивали влияние на численность микроорганизмов внесения в почву 
структурообразователя и мела. Действие этих факторов изучали на фоне внесен-
ных в почву источников азотного и фосфорного питания микроорганизмов. Испы-
тания проводили в зоне умеренного резко-континентального климата, поэтому в 
дополнение к обычно используемому контролю за численностью мезофильных 
микроорганизмов определяли численность психрофилов и психротолерантов. 

 
МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 

Объектом исследования служила территория, загрязненная в результате ава-
рийного разлива сырой нефти весной 2002 г. в районе г. Красноярска. Нарушен-
ный участок занимал узкую полоску вдоль пересыхающего ручья, на котором пре-
обладали темно-серые оподзоленные почвы. Эксперимент проводили с мая 2002 г. 
по сентябрь 2003 г. на площадках размером 2.5 м2, которые обрабатывались тремя 
способами: внесением структурообразователя, мела и интродукцией ассоциаций 
микроорганизмов. Всего было заложено 5 опытных площадок, обработанных по 
схеме, представленной в таблице. 

Анализ влияния различных обработок на почву проводили в условиях, когда 
рост микроорганизмов не ограничивался недостатком питательных элементов – 
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азота и фосфора. Поэтому на все участки, включая контрольный (№ 5), вносили 
азотно-фосфорное удобрение (аммофос и суперфосфат) ежемесячно в период с 
июня по сентябрь, дозы внесения азота 35 кг/га, фосфора 22.5 кг/га. В качестве 
структурообразователя почвы использовали карбамидо-формальдегидный поли-
мер марки Униполимер-М, который обладает свойствами азотного удобрения про-
лонгированного действия (Агрохимия, 1989; Мелкозеров и др., 2010). Полимер 
вносили в почву гнездовым способом на глубину 5 – 10 см, расстояние между 
гнездами 20 см. При этом почву разрезали лопатой и отодвигали, чтобы сохранить 
почвенный профиль. Доза внесения составляла 40 – 50 кг/га (Мелкозеров и др., 
2010), форма – порошкообразная или легко рассыпающиеся гранулы с удельным 
весом 10 г/дм3. Для поддержания рН почвенного раствора использовали мел (Аг-
рохимия, 1989; Зубайдуллин, 2003). Доза внесения мела – 1200 кг/га. 

 
Схема обработки экспериментальных опытных площадок 

№ площадки 
Средство обработки 1 2 3 4 5 

(контроль) 
Униполимер-М + – + + – 
Мел + + – + – 
Ассоциация микроорганизмов 1 + – – – – 
Ассоциация микроорганизмов 2 – + + + – 
Удобрения + + + + + 

Примечание. + – средство использовали, – – средство не использовали. 
 
Также в работе оценивали эффективность интродукции микробных ассоциа-

ций (см. таблицу). Ассоциация 1 – это автохтонные микроорганизмы, выращенные 
в накопительном режиме с аэрацией. Почву отбирали с загрязненного участка, 
вносили в жидкую минеральную среду (см. ниже) с нефтью. Выращивание микро-
организмов проводили при комнатной температуре в течение недели. Полученную 
ассоциацию микроорганизмов вносили на площадку № 1 (см. таблицу). Объем 
суспензии составлял 5 л, титр микроорганизмов – 108 КОЕ/мл. Ассоциация 2 пред-
ставляла собой смешанную культуру из биореактора очистки сточной воды произ-
водства фенол-формальдегидных смол, которая способна к деградации ароматиче-
ских углеводородов, в частности нафталина, фенантрена, антрацена, флуорена 
(Гуревич и др., 1995). Доминантные виды – Pseudomonas putida и Pseudomonas sp.. 
Предварительная проверка показала, что культура может использовать сырую 
нефть в качестве единственного источника углерода. На площадки № 2 – 4 вноси-
ли по 1 л суспензии с титром 109 КОЕ/мл (см. таблицу).  

По данным контрольного замера в почве загрязненного участка численность 
углеводородокисляющих составляла 106 КОЕ/г. Чтобы уравнять численность ис-
следуемых ассоциаций, доза внесения ассоциации 1 (автохтонные углеводородо-
кисляющие) была в 2 раза меньше, чем ассоциации 2.  

При отборе проб на контрольной площадке № 5 измеряли температуру почвы 
на глубине 5 см. Содержание нефти в почве определяли на ИК-спектрометре после 
экстракции четыреххлористым углеродом (Методика выполнения измерений…, 
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1998). Актуальную кислотность почвы измеряли с помощью pH-метра. Влажность 
определяли весовым методом. Пробы почвы отбирали на опытных площадках ме-
тодом «конверта» (5 проб с каждой площадки) с горизонта 0 – 5 см и помещали в 
стерильные бюксы, которые содержались при температуре + 5ºС, высев проводили 
в течение суток. Масса почвенного образца составляла 15 – 20 г.  

В работе оценивали численность аммонифицирующих микроорганизмов как 
наиболее многочисленной группы в почвенных экосистемах и численность углево-
дородокисляющих микроорганизмов. При этом учитывали не только мезофильные 
формы, но и психрофильные. Для учета численности микроорганизмов использо-
вали два метода: посев в многослойный агар и метод предельных разведений с 
высевом на агаризованную среду (Методы общей бактериологии, 1983). 
Количество микроорганизмов рассчитывали на сухую массу почвы. Подсчет числа 
аммонифицирующих микроорганизмов проводили на пептонном агаре, а 
углеводородокисляющих – на среде следующего состава (г/л): KNO3 – 4; KH2PO4 – 
0.6; Na2HPO4 – 1.4; MgSO4 – 0.4; выщелоченный агар – 20, pH 7.2 – 7.3. В качестве 
источника углерода в среду вносили 2 мл/л сырой нефти. Нефть добавляли в среду 
перед посевом. Определение численности психрофильных (в том числе и психро-
толерантных) микроорганизмов проводили при температуре +5°С, мезофильных – 
при +30°С. Время инкубации для психрофилов 10 суток, для мезофилов – 7 суток. 

Для оценки общего влияния обработки почвы на микрофлору (различных 
комбинаций внесения структурообразователя, мела и микроорганизмов) сравнива-
ли среднюю численность микроорганизмов на площадках № 1 – 4 (20 проб) со 
средней численностью на контрольной площадке № 5 (5 проб) (см. таблицу). Для 
оценки влияния каждого из вышеперечисленных способов обработки в отдельно-
сти сравнивали среднюю численность микроорганизмов в почве площадок, обра-
ботанных анализируемым способом (для каждого способа – 3 площадки), с чис-
ленностью на площадке, которая не подвергалась обработке (см. таблицу). Для 
оценки действия внесенных ассоциаций сравнивали данные на площадках № 1 и 
№ 4. Обработку данных проводили с использованием статистики Пуассона, стан-
дартных статистических методов для нормального распределения и непараметри-
ческого критерия Вилкоксона (Шараф и др., 1989). 

 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Исследования на нефтезагрязненной территории начались через месяц после 
аварийного разлива. Концентрация нефти на опытных площадках варьировала в 
диапазоне от 97 до 167 г/кг почвы в течение всего эксперимента. Это связано с 
тем, что опытные площадки располагались в нижней части (по высоте) загрязнен-
ной территории. Поэтому стимулирование микрофлоры происходило в условиях 
продолжающегося поступления нефти и сохранения большой концентрации ее на 
протяжении длительного периода времени, что нередко имеет место. В этой си-
туации концентрация нефти не может служить показателем идущих в почве про-
цессов восстановления, и более информативным становится определение динами-
ки численности микроорганизмов. 
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На протяжении всего периода наблюдений численность исследуемых групп 
микроорганизмов на обработанных площадках была выше, чем на контрольной. В 
наибольшей степени обра-
ботка почвы стимулировала 
рост углеводородокисляю-
щих микроорганизмов. Дан-
ные о средней численности 
мезофильных и психрофиль-
ных углеводородокисляющих 
микроорганизмов на обрабо-
танных участках № 1 – 4, а 
также контрольном участке 
№ 5 представлены на рис. 1.  

Результаты показывают, 
что простые агротехнические 
приемы позволяют увеличить 
численность микроорганиз-
мов на 2-3 порядка. Средняя 
численность мезофильных уг-
леводородокисляющих мик-
роорганизмов на площадках 
№ 1 – 4 возросла с 2.8×105 до 
1.95×108 КОЕ/г (см. рис. 1, а), 
а психрофильных – с 2.0×105 
до 1.9×107 КОЕ/г (см. рис. 1, б). 
Стимулирование микроорга-
низмов стало еще более за-
метным через год после об-
работки, численность углево-
дородокисляющих микроор-
ганизмов увеличилась на 3-4 
порядка, а численность аммонификаторов достигла 4.92×109 КОЕ/г. При этом зна-
чительное увеличение численности всех групп микроорганизмов за исключением 
психрофильных, окисляющих углеводороды, отмечается в марте, когда почва еще 
замерзшая. Это связано с эффектом оттаивания замерзшей почвы. При оттаивании 
происходит десорбция большей части микроорганизмов с частичек замерзшей 
почвы (Демкина, 2004; Кряжевских и др., 2012). Однако у психрофильных микро-
организмов, окисляющих углеводороды, такой эффект не отмечался, что, вероят-
но, связано с более низкой скоростью их размножения. 

Влияние исследуемых способов обработки почвы на численность микроорга-
низмов в загрязненной почве было неодинаково. Наибольшее положительное 
влияние отмечается при внесении структурообразователя, внесение мела угнетало 
развитие почвенной микрофлоры. Интродукция оказывала положительное влияние 
на одну физиологическую группу микроорганизмов почвы.  
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Рис. 1. Динамика численности мезофильных (а) и псих-
рофильных (б) углеводородокисляющих микроорганиз-
мов: ■ – среднее по площадкам № 1 – 4; □ – контрольная 

площадка № 5 
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Положительное влияние структурообразователя на развитие почвенных мик-
роорганизмов отмечено в течение всего эксперимента. Это следует из сравнения 
динамики их численностей на площадке № 2 и обработанных структурообразова-
телем почвы площадках № 1, 3 и 4 (рис. 2). 

В целом анализ показал, что психрофильные микроорганизмы более чувстви-
тельны к изменениям температуры в почве. Увеличение температуры сопровожда-
лось увеличением численности психрофилов, однако при температуре почвы более 
25ºC численность психрофилов снижалась. Присутствие структурообразователя в 
почве позволило микроорганизмам достичь более высоких численностей (см. рис. 
2, б). С наступлением холодного времени года снижение численности микроорга-
низмов на площадках с Униполимером-М было меньше, чем на площадке № 2. 
Такой эффект от обработки структурообразователя вызван тем, что полимер, имею-
щий низкий коэффициент теплопроводности (0.023 – 0.03 ккал/м·час·градус) (Мел-

козеров и др., 2010), изменяет 
теплофизические свойства 
почвы. В частности, резкие 
перепады температуры воз-
духа сглаживаются при 
уменьшении коэффициента 
теплопроводности почвы. В 
лабораторном эксперименте 
по определению динамики 
температуры почвы с поли-
мером и без него при измене-
нии внешней температуры 
воздуха на 4ºС скорость ее 
изменения составляла 1.0 и 
2.2ºC в час соответственно. 

Внесение мела в почву – 
хорошо известный агротех-
нический прием. Авторы ряда 
работ отмечают положитель-
ное влияние этой обработки 
на развитие автохтонной 
микрофлоры нефтезагрязнен-
ной почвы, особенно в север-
ных регионах, где почвы ха-
рактеризуются низкими зна-
чениями pH (Зубайдуллин, 
2003). На исследуемой почве 
подобный эффект обнаружен 
не был. В целом кислотность 

почвы на исследуемых площадках в начале вегетационного периода (и экспери-
мента) составляла около 6 единиц рН. В последующий период на всех участках 
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Рис. 2. Влияние структурообразователя на численность 
мезофильных (а) и психрофильных (б) углеводородо-
кисляющих микроорганизмов: & – среднее по площад-
кам № 1, 3, 4; ’ – площадка № 2; ( – температура почвы

на глубине 5 см 
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наблюдалось повышение. На кислотность почвы повлияло также внесение мела. 
Так, через месяц рН почвы на участке без внесения мела (№ 3) была несколько 
ниже (6.0), чем в почве с мелом (6.5 – среднее по площадкам № 1, 2 и 4). В конце 
сезона (через 3-4 месяца от начала эксперимента) кислотность на участке без ме-
ла составляла 7.4, в то время как в почве с мелом – 7.7. Именно в данный период 
времени отмечается более низкая численность исследуемых групп микроорганиз-
мов на участках с мелом. Этот вывод можно сделать с доверительной вероятно-
стью 0.95 или 0.9 для мезофилов и психрофилов соответственно. Динамика чис-
ленностей углеводородокисляющих мезофилов на площадке № 3 (без мела) и на 
обработанных мелом площадках № 1, 2 и 4 показана на рис. 3. Возможно, при вне-
сении мела в почвенном растворе появлялся свободный кальций, который связы-
вал необходимый микроорганизмам фосфат-ион (Robertson, Alexander, 1992). 

Оценка эффективности 
микробных ассоциаций 1 и 2 
показала, что использование 
ассоциации 2 увеличило чис-
ленность только одной груп-
пы – психрофильных аммо-
нификаторов (критерий Вил-
коксона составляет 0.98). 
Достоверные отличия в чис-
ленности остальных групп 
исследуемых микроорганиз-
мов между площадками с 
внесением ассоциаций 1 и 2 
обнаружены не были. Стати-
стически незначительный эффект от внесения ассоциации 1, в сравнении с ассо-
циаций 2, не означает бездейственность соответствующих микроорганизмов. Для 
выявления различий между ними требуется эксперимент большего объема. В об-
щем это говорит об относительно небольшом влиянии обеих ассоциаций. 

В связи с этим заметим, что одним из наиболее часто применяемых способов 
стимулирования микрофлоры нефтезагрязненных почв является внесение микроб-
ных препаратов. Однако в обзорной работе R. Margesin и F. Schinner (1999) отме-
чается, что это приводит к незначительному уменьшению углеводородного загряз-
нения (5 – 7%) в бедных азотом и фосфором почвах, а в богатых – положительный 
эффект вовсе не наблюдается. Для получения регулярного и более положительно-
го эффекта, видимо, необходим детальный анализ условий развития микрофлоры в 
почве, на которой планируются проведение биоремедиационных работ и соответ-
ствующий подбор интродуцируемых микроорганизмов.  

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Таким образом, сравнительный анализ показал, что стимулирование роста ме-
зофильных и психрофильных микроорганизмов в загрязненной нефтью почве 
можно обеспечить простыми агрохимическими методами. На исследуемой почве 
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Рис. 3. Влияние мела на численность мезофильных уг-
леводородокисляющих  микроорганизмов:  □  –  среднее 

по площадкам № 1, 2, 4; ■ – площадка № 3 
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наибольший положительный эффект получен при внесении структурообразователя 
почв. Использованный в экспериментах карбамидо-формальдегидный полимер 
служит источником азотного питания только в локальной области контакта частиц 
полимера и микроорганизмов, т.е. не на всей обрабатываемой площади. Вероятно, 
медленно действующая подпитка создает ощутимый эффект в локальной области. 
В результате образуется очаг активного роста микроорганизмов, которые могут 
мигрировать и распространяться по всей площади. Интродукция микроорганизмов 
увеличила численность только аммонифицирующих психрофилов, значимое влия-
ние на другие группы не отмечено. Внесение мела оказывало отрицательное влия-
ние. В почве зоны умеренного (резко-континентального) климата численность 
психрофильных микроорганизмов была одного порядка с мезофильными, что 
должно учитываться при разработке мероприятий по ликвидации нефтяных за-
грязнений. 
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