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В лабораторных исследованиях изучена эффективность биоремедиации дерново-подзолистой почвы, загрязненной 
дизельным топливом, микрокапсулированными и некапсулированными углеводородокисляющими микроорганизмами-
деструкторами.
Показано, что присутствие дизельного топлива в дерново-подзолистой почве негативно влияло на ее биологическую 
активность. Углеводородокисляющие микроорганизмы, внесенные в почву, разлагали нефтепродукты до допустимых 
значений. В микрокапсулированной форме микроорганизмы размножались в 1,5–2 раза лучше, чем в некапсули-
рованной. 
В ходе микробной биоремедиации возрастала численность интродуцированных бактерий-деструкторов и сапрофитной 
микрофлоры, снижались концентрация углеводородов и интегральная токсичность почвы, улучшалась ее биологическая 
активность. Полученные результаты позволяют рекомендовать использование для биоремедиации почв, загрязненных 
дизельным топливом, микроорганизмы-деструкторы, иммобилизованные на микрокапсулах из полимочевины.
Ключевые слова:  микроорганизмы­деструкторы углеводородов, иммобилизация клеток, биодеградация,  

дизельное топливо, биоремедиация, биологическая активность почвы

Для цитирования: Марченко А.И., Жариков Г.А., Крайнова О.А., Дядищева В.П., Челпых Л.В. Оценка эффективности биоремедиации дерново-
подзолистой почвы, загрязненной дизельным топливом, иммобилизованными микроорганизмами-деструкторами. Бактериология. 2019; 4(1): 
8–16. DOI: 10.20953/2500-1027-2019-1-8-16

Evaluation of the diesel-contaminated sod-podzolic soil 
bioremediation efficiency by microorganism-destructors 
immobilized on microcapsules 

A.I.Marchenko, G.A.Zharikov, O.A.Krainova, V.P.Dyadischeva, L.V.Chelpykh

National Research Centre «Institute of Immunology» of the Federal Medical­Biological Agency of Russia, Moscow, 
Russian Federation

The effectiveness of bioremediation of diesel contaminated sod-podzolic soil by microencapsulated and non-encapsulated 
hydrocarbon-oxidizing microorganisms-destructors has been studied in model laboratory studies.
It was shown that the presence of diesel fuel in sod-podzolic soil adversely affected its biological activity. Hydrocarbon-oxidizing 
microorganisms introduced into the soil, decomposed oil products to acceptable values. In the microencapsulated form, 
microorganisms multiplied 1.5 to 2 times better than in the non-encapsulated.
In the course of microbial bioremediation, the number of introduced bacteria-destructors and saprophytic microflora increased, 
the concentration of hydrocarbons and the integral toxicity of the soil decreased, and its biological activity improved.
This results allow us to recommend the use of native microorganisms-destructors immobilized on polyurea microcapsules for 
the bioremediation of soils contaminated with diesel fuel.
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Н ефть и нефтепродукты являются ключевыми загрязни-
телями биосферы, одним из важнейших компонентов 

которой является почва [1, 2]. При этом резко снижаются 
плодородие почв и качество получаемой продукции [3, 4]. 
Загрязненная углеводородами нефти почва оказывает 
существенное влияние на здоровье населения и имеет 
гигиеническое значение [5], так как формирует химический 
состав потребляемых человеком продуктов питания живот-
ного и растительного происхождения, а также питьевой 
воды. В аграрном секторе особая роль принадлежит дизель-
ному топливу, которое чаще всего применяется в сельскохо-
зяйственной технике. 

В естественных условиях нефтепродукты подвергаются 
деструкции аборигенной микрофлорой почвы. При этом про-
цесс самовосстановления почв, загрязненных углеводоро-
дами нефти, является очень длительным и может продол-
жаться более 25 лет [6]. 

В настоящее время для интенсификации процесса очистки 
почвы от загрязнения углеводородами широко используют 
биологические методы биоремедиации (или биологической 
очистки), основанные на интродукции в загрязненную почву 
микроорганизмов-деструкторов [7, 8]. В то же время сами 
интродуцируемые микроорганизмы нуждаются в защите от не-
благоприятных внешних условий. Иммобилизация микроор-
ганизмов повышает их толерантность к неблаго при ят ным 
условиям [9]. Практическое применение находит в настоящее 
время микрокапсулирование, основанное на иммобилизации 
микроорганизмов-деструкторов путем адсорб ции на микро-
капсулах – альтернативный вариант включения в гель [10].

Цель работы – изучение эффективности биоремедиации 
дерново-подзолистой почвы, загрязненной дизельным то-
пливом, иммобилизованными на микрокапсулах из полимо-
чевины микроорганизмами-деструкторами.

Материалы и методы

Исследования проводили на базе Научно-исследо ва-
тельского центра токсикологии и гигиенической регламен-
тации биопрепаратов – филиала ФГБУ «ГНЦ Институт имму-
нологии» ФМБА России (Московская область, Серпуховский 
район, п. Большевик).

Для проведения лабораторных исследований по изучению 
биодеградации дизельного топлива из коллекции нефте-
окисляющих микроорганизмов НИЦ ТБП были подобраны 
2 штамма бактерий (Rhodococcus sp. шт. N1 и Pseudomonas 
sp. шт. N2), обладающих рядом полезных свойств (высокая 
углеводородокисляющая активность, нетоксичность, непа-
тогенность). 

Оценку безопасности штаммов проводили на базе вивар-
ного комплекса на лабораторных линиях беспородных белых 
мышей и крыс по общепринятым методикам. Изучение пато-
генных свойств выделенных штаммов было осуществлено 
в соответствии с международными требованиями по 4 по-
казателям. По показателям вирулентности, диссеминации, 
токсичности и токсигенности отобранные штаммы не пато-
генны для теплокровных животных и могут быть отнесены 
к 4-му классу опасности. Следовательно, эти штаммы при-
годны для использования в процессах биоремедиации без 
ограничений. 

Исследование количественных показателей процесса 
биодеструкции углеводородов под действием микрокапсу-
лированных штаммов Rhodococcus sp. шт. N1 и Pseudomo­
nas sp. шт. N2 проводили в почвенных микрокосмах посред-
ством моделирования условий загрязнения дерново-
подзолистой почвы дизельным топливом [11].

Для приготовления модельных почвенных систем исполь-
зовали дерново-подзолистую почву Серпуховского района 
Московской области. Для эксперимента использовали сме-
шанные образцы почвы, отобранные из пахотного горизонта 
0–20 см. Образцы почв массой 1500 г, просеянные через 
сито 3 мм (для максимального сохранения их природной 
структуры), помещали в герметически закрытые пластико-
вые цилиндры. Опыт в контейнерах позволил исключить 
поверхностную миграцию загрязнителей, дал возможность 
точно рассчитать дозу дизтоплива на определенную массу 
почвы.

Начальную влажность почвы доводили до 60% путем 
увлажнения водой. Дизтопливо вносили в количестве 1% 
от абсолютно сухой почвы. Полученную массу пере мешива-
ли до однородности. Эксперимент вели в контейнерах при 
температуре 20–24°С в течение 30 сут. Образцы почвы для 
исследований отбирали в начале опыта, через 14 и 30 сут. 
Определение всех параметров проводили в 3–5-кратной 
повтор ности.

Схема лабораторного эксперимента:
1. Почва + дизтопливо + Rhodococcus sp. шт. N1;
2. Почва + дизтопливо + микрокапсулированные микро-

организмы Rhodococcus sp. шт. N1;
3. Почва + дизтопливо + Pseudomonas sp. шт. N2;
4. Почва + дизтопливо + микрокапсулированные микро-

организмы Pseudomonas sp. шт. N2;
5. Почва + дизтопливо (контроль);
6. Чистая почва (контроль).
Культивирование микроорганизмов-деструкторов для 

лабо раторных экспериментов проводили в жидкой питатель-
ной среде, используя «Питательный бульон для культивиро-
вания микроорганизмов сухой (ГРМ-бульон)» ТУ 9398-021-
78095326-2006, изготовленной ФБУН ГНЦ ПМБ, Оболенск. 
Выращивание микроорганизмов проводили на термостати-
руемой качалке до выхода культур Rhodococcus sp. шт. N1 
и Pseudomonas sp. шт. N2 на стационарную фазу роста 
через 48 и 24 ч соответственно, при температуре 28°С 
и 180 об./мин. Конечная концентрация – 1,0 × 109 КОЕ/мл 
питатель ной среды. Используя стандарт мутности, суспен-
зию бактерий разводили фосфатным буфером. 

Для иммобилизации микроорганизмов-деструкторов 
исполь зовали пористые полимочевинные микрокапсулы 
производства ЗАО «ПироХимика». Размер диаметра микро-
капсул составлял 43–60 мкм. Методом оптической световой 
микроскопии было установлено, что при иммобилизации 
бактериальные клетки локализуются на внутренних и внеш-
них поверхностях микрокапсул. Микрокапсулирование 
микроб ных клеток проводили путем смешивания и бактери-
альной суспензии с концентрацией 1,0 × 107 КОЕ/мл в сба-
лансированном растворе минеральных солей (2,5 масс.% 
микрокапсул и 97,5 масс.%), в течение 20 минут непосред-
ственно перед внесением в почву методом полива. Кон цен-
трация и объем вносимых микрокапсулированных и чистых 
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бактериальных суспензий были рассчитаны так, чтобы 
конеч ная концентрация микроорганизмов была 1,0 × 107 
клеток на 1 г абсолютно сухой почвы.

Нефтепродукты из почвы экстрагировали четыреххлори-
стым углеродом, хроматографически отделяли сопутствую-
щие органические соединения других классов и количест-
венно определяли нефтепродукты по интенсивности погло-
щения в ИК-области спектра на концентратомере КН-2М 
(«Сибэкоприбор», г. Новосибирск) согласно методике ПНДФ 
16.1:2.2.22–98 [12].

В ходе эксперимента изучали динамику размножения 
микроорганизмов-деструкторов в загрязненной почве (при 
внесении в обычном и микрокапсулированном виде), кон-
центрацию сапрофитной микрофлоры, биологическую 
актив ность почвы (целлюлозолитическую, гидролазную, 
дегид рогеназную и дыхательную активность), интегральную 
токсичность.

Численность микроорганизмов-деструкторов в почве 
определяли путем высева десятикратных разведений по-
чвенной суспензии на чашки Петри с агаризованной пита-
тельной средой из гидролизата рыбной муки (ГРМ-агар) и 
маркерами, характерными для каждого штамма. Чашки 
Петри экспонировали в термостате при температуре 28°С 
в течение 4 сут до появления четко различимых колоний 
микробной культуры. 

Численность сапрофитных микроорганизмов в почве 
определяли путем высева десятикратных разведений по-
чвенной суспензии на чашки Петри с агаризованной пита-
тельной средой из гидролизата рыбной муки. Посевы инку-
бировали при 26°С. Учет выросших на агаровой питательной 
среде колоний проводили на 5–6-е сутки после посева. 
Численность сапрофитных микроорганизмов выражали 
в тысячах на 1 г абсолютно сухой почвы.

Интегральную (суммарную) токсичность водных вытяжек 
из почвы оценивали на лабораторной культуре Daphnia 
magna Straus, культивируемой в НИЦ ТБП. Биотестирование 
проводили в соответствии с ФР.1.39.2007.03222 [13]. Метод 
основан на определении изменений выживаемости даф-
ний при воздействии токсических веществ, содержащихся 
в тестируемой воде, по сравнению с контролем. Критери-
ем токсичности является достоверное отличие от контроля 
выживаемости дафний. При гибели 50% и более дафний 
вод ная вытяжка считается токсичной. Биотестирование про-
водили в климатостате, в помещении, не содержащем ток-
сических паров или газов, при оптимальных температурном 
и световом режимах. Результаты биотестирования считали 
правильными, если гибель дафний в контроле не превыша-
ла 10% за весь период наблюдений.

При определении дегидрогеназной активности почвы 
в качестве субстрата использовали бесцветный 2,3,5-три-
фенилтетразолий хлористый (ТТХ), который в анаэробных 
условиях в присутствии дегидрогеназы, акцептируя моби-
лизованный дегидрогеназой водород, превращается 
в 2,3,5-трифенилформазан (ТФФ), имеющий красную окра-
ску. Интенсивность окраски определяли фотоколориметри-
чески [14]. Активность дегидрогеназы рассчитывали в мил-
лиграммах ТФФ на 10 г почвы за сутки. 

Гидролазную активность почвы определяли по реакции 
гидролиза флуоресцеина диацетата (ФДА) [15]. Навески 

почвы по 1 г помещали в пробирки, приливали по 0,1 мл рас-
твора ФДА в ацетоне (2 г/л) и 10 мл 0,1 М калий-фосфатного 
буфера (рН 7,6). Время инкубации – 1 ч при 30°С. Оптическую 
плотность растворов определяли после центрифугирования 
(2000 об./мин., 3 мин.) колориметрированием при длине 
волны 490 нм. Показания прибора пересчитывали по кали-
бровочной кривой в мкг ФДА × г–1 × ч–1. 

Для определения целлюлозоразлагающей способности 
почвы применяли аппликационный метод [16]: целлюлозный 
материал (фильтровальную бумагу), заложенный в почву 
в полистироловой сети, выдерживали в ней в течение 30 сут. 
По разнице в массе (в %) фильтровальной бумаги до и после 
инкубации образцов судили об интенсивности целлюлозо-
разлагающей активности почвы. 

Эмиссия СО2 почвой является одним из наиболее важных 
показателей ее биологической активности [17]. Определение 
скорости базального дыхания (БД) проводили в пеницилли-
новых флаконах, куда помещали по 2 г почвы и инкубиро-
вали при 25°С в течение 2 ч, а затем проветривали 30 мин. 
Во флаконы добавляли 0,4 мл воды, герметично закрывали 
и инкубировали при 25°С. Продолжительность инкубации – 
24 ч. Концентрацию СО2 определяли газохроматографи-
ческим методом. 

Для определения субстрат-индуцированного дыхания 
(СИД) во флаконы помещали навеску почвы (2 г) и инкуби-
ровали в течение 2 ч при 25°С. После проветривания в тече-
ние 30 мин при комнатной температуре во флаконы добав-
ляли по 4,0% раствор глюкозы (10 мг/г почвы) и инкубирова-
ли при 25°С в течение 3 ч. Концентрацию СО2 определяли 
на газовом хроматографе. Скорость дыхания VСИД выражали 
в мкг СО2 – С/г сухой почвы в час. Содержание углерода 
микробной биомассы (Cмик) рассчитывали по величине суб-
страт-индуцированного дыхания по формуле: Cмик (мкг/г) = 
= VСИД (мкл СО2/г час) × 40,04 + 0,37. 

Определение всех параметров проводили не менее чем 
в пятикратной повторности. Статистическую обработку 
резуль татов экспериментов проводили с использованием 
пакетов прикладных программ Excel 16.0 и Statistica 10.0. 

При сравнении средних величин использовали критерий 
Стьюдента и критерий Уилкоксона (Манна-Уитни). Для оцен-
ки соответствия имеющихся экспериментальных данных 
нормальному закону распределения применяли критерий 
Колмогорова-Смирнова. Критерий Стьюдента (t-критерий) 
применяли для сравнения друг с другом двух независимых 
выборок, взятых из нормально распределяющихся совокуп-
ностей. При несоответствии распределения нормальному 
закону использовали непараметрический критерий Манна-
Уитни программы STATISTICA 10.0. Экспериментальные 
данные представляли в виде средних арифметических вели-
чин и их доверительных интервалов, рассчитанных с вероят-
ностью 95%.

Результаты и обсуждение

Результаты химико-аналитического определения содер-
жания дизельного топлива в почве в вариантах опыта и по-
казатели эффективности биодеструкции (доля разложивше-
гося нефтепродукта от его исходного содержания в почве, 
в %) представлены в таблице 1. 
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По всем вариантам опыта в процессе биоремедиации на-
блюдается уменьшение содержания нефтепродукта. В кон-
трольном варианте в ходе опыта наблюдалось естественное 
снижение содержание углеводородов (6% в течение 30 дней), 
что можно объяснить деятельностью почвенного микробного 
сообщества. В вариантах с интродуцированными бакте рия-
ми-деструкторами снижение содержания нефтепродукта 
выражено сильнее. При внесении в почву микрокапсулиро-
ванных и свободных клеток бактерий Pseudomonas sp. 
шт. N2 интенсивность деградации дизтоплива превышала 
таковую по отношению к контролю в 15,3 и 11,3 раза соот-
ветственно. При внесении в почву микрокапсулированных 
клеток Rhodococcus sp. шт. N1 деградация дизтоплива была 
больше, чем в контроле, в 13,5 раза, а в случае применения 
чистой суспензии клеток – в 9,8 раза. 

Результаты исследований показали (рис. 1, 2), что микро-
капсулированные микроорганизмы при внесении в почву 

активнее размножаются в 1,5–2 раза, чем некапсули-
рованные, разлагают нефтепродукты до допустимых зна-
чений. 

В связи с тем, что концентрация загрязнителя в почве 
в результате деятельности микроорганизмов-деструкторов 
значительно снижается, происходит размножение сапрофит-
ной микрофлоры (табл. 2). Судя по числу выросших колоний, 
наибольшая численность микроорганизмов в каждом вари-
анте эксперимента обнаружена на 14-е сутки культивирова-
ния. Последующее уменьшение числа выросших колоний, 
вероятно, связано с истощением питания и накоплением 
продуктов метаболизма.

Наряду с ускорением деструкции дизельного топлива 
в почве микробная биоремедиация способствовала и сниже-
нию токсичности. Биотестирование на дафниях показало, 
что интегральная токсичность почвы в течение биоремедиа-
ции постепенно снижается. При этом почва, обработанная 

Таблица 1. Оценка результатов эффективности биодеструкции дизельного топлива

Вариант опыта Концентрация углеводородов дизтоплива, г/кг почвы Эффективность 
биодеструкции, %начало опыта 14 сут 30 сут

Почва + дизтопливо + микроорганизмы шт. N1 

10,0 ± 0,4

8,4 ± 0,4* 4,1 ± 0,2* 59,0 ± 2,8*
Почва + дизтопливо + микрокапсулированные 
микроорганизмы шт. N1 5,2 ± 0,3* 1,9 ± 0,1* 81,0 ± 3,9*

Почва + дизтопливо + микроорганизмы шт. N2 7,6 ± 0,4* 3,2 ± 0,2* 68,0 ± 3,2*
Почва + дизтопливо + микрокапсулированные 
микроорганизмы шт. N2 4,3 ± 0,2* 0,8 ± 0,1* 92,0 ± 4,5*

Почва + дизтопливо (контроль) 9,7 ± 0,5* 9,4 ± 0,4* 6,0 ± 0,4*

*p < 0,05 – в сравнении с контрольной группой.

Таблица 2. Динамика численности сапрофитной микрофлоры в ходе процесса биоремедиации почвы, загрязненной дизтопли-
вом, КОЕ/г почвы

Варианты опыта Численность сапрофитной микрофлоры M ± n, КОЕ/г почвы
начало опыта 14 сут 30 сут

Почва + диз. топливо + шт. N1 (3,3 ± 0,46) × 106 (7,5 ± 0,64) × 107 (4,1 ± 0,53) × 107

Почва + дизтопливо + микрокапсулированные микроорганизмы шт. N1 (4,1 ± 0,85) × 106 (9,3 ± 0,23) × 107 (9,5 ± 0,38) × 107

Почва + дизтопливо + шт. N2 (2,9 ± 0,51) × 106 (4,5 ± 0,81) × 107 (3,3 ± 0,24) × 107

Почва + дизтопливо + микрокапсулированные микроорганизмы шт. N2 (3,5 ± 0,46) × 106 (4,6 ± 0,75) × 107 (4,3 ± 0,64) × 107

Почва + дизтопливо (контроль) (4,1 ± 0,83) × 106 (8,7 ± 0,75) × 107 (5,9 ± 0,85) × 107

Чистая почва (контроль) (3,3 ± 0,75) × 106 (1,3 ± 0,48) × 107 (2,5 ± 0,34) × 107

М – среднее пяти измерений; n – доверительный интервал, рассчитан с вероятностью 95%.

Почва + дизтопливо + шт. N1
Почва + дизтопливо + микрокапсулированные микроорганизмы шт. N1
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Рис. 1. Динамика численности интродуцированных в почву 
микроорганизмов-деструкторов Rhodococcus sp. шт. N1.

Почва + дизтопливо + шт. N2
Почва + дизтопливо + микрокапсулированные микроорганизмы шт. N2
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Рис. 2. Динамика численности интродуцированных в почву 
микроорганизмов-деструкторов Pseudomonas sp. шт. N2.



А.И.Марченко и др. / Бактериология, 2019, т. 4, №1, с. 8–16

12

микроорганизмами-деструкторами, к 30-м суткам становит-
ся нетоксичной (табл. 3).

Объективным показателем, позволяющим оперативно 
оценить биологическое состояние и токсичность почвы при 
разных уровнях содержания в ней нефтяных загрязнений, 
является активность почвенного микробиоценоза.

Проведена серия экспериментов по изучению влияния 
внесения микроорганизмов-деструкторов на активность 
ряда ферментов дерново-подзолистой почвы.

Результаты оценки дегидрогеназной активности почвы, 
загрязненной дизтопливом, в ходе биоремедиации микро-
организмами-деструкторами Rhodococcus sp. шт. N1, Pseu­
do monas sp. шт. N2 представлены на рис. 3, 4.

После внесения дизельного топлива в чистую почву (кон-
троль) в лабораторном исследовании дегидрогеназная ак тив-
ность снизилась с 41,8 до 14,1 мг ТФФ/10 г почвы × 24 ч–1. 

Спустя 30 сут этот показатель в варианте без внесения 
микроорганизмов-деструкторов увеличился в 1,5 раза, в то 
время как присутствие микрокапсулированных микро ор-
ганизмов-деструкторов в почве увеличило дегидрогеназную 
активность в 2,5–2,7 раза, а в опытах со свободными микро-
организмами – в 2,1–2,2 раза.

Гидролазы, участвуя в реакциях гидролитического распа-
да высокомолекулярных соединений почвы, играют важную 
роль в снабжении микроорганизмов легкоусвояемыми про-
дуктами гидролиза. 

При оценке гидролазной активности почвы в процессе 
микробной биоремедиации были получены следующие ре-
зультаты (рис. 5, 6). 

Загрязнение почвы дизельным топливом по отношению 
к чистой контрольной почве снизило ее гидролазную актив-
ность. Общая активность гидролаз, оцененная методом 

Таблица 3. Интегральная токсичность почвы при обработке микроорганизмами-деструкторами

Вариант опыта Количество выживших дафний  
из 30 шт.

Гибель дафний 
к контролю, в %

Оказывает (не оказывает) 
острое токсическое 

действиев контроле в опыте
В день внесения микроорганизмов

Чистая почва (контроль) 30 30 0 не оказывает
Почва + дизтопливо 1% 30 0 100 оказывает

На 14­е сутки
Почва + дизтопливо + микроорганизмы шт. N1 30 12 60 оказывает
Почва + дизтопливо + микрокапсулированные микроорганизмы шт. N1 30 15 50 оказывает
Почва + дизтопливо + микроорганизмы шт. N2 30 11 63 оказывает
Почва + дизтопливо + микрокапсулированные микроорганизмы шт. N2 30 14 53 оказывает
Почва + дизтопливо (контроль) 5 83 оказывает
Почва чистая (контроль) 30 30 0 не оказывает

На 30­е сутки
Почва + дизтопливо + микроорганизмы шт. N1 30 16 47 не оказывает
Почва + дизтопливо + микрокапсулированные микроорганизмы шт. N1 30 19 37 не оказывает
Почва + дизтопливо + микроорганизмы шт. N2 30 15 50 оказывает
Почва + дизтопливо + микрокапсулированные микроорганизмы шт. N2 30 21 30 не оказывает
Почва + дизтопливо (контроль) 30 9 70 оказывает
Почва чистая (контроль) 30 30 0 не оказывает
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Рис. 3. Дегидрогеназная активность почвы, загрязненной дизто-
пливом, в ходе биоремедиации микроорганизмами-деструк то-
рами Rhodococcus sp. шт. N1.
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Рис. 4. Дегидрогеназная активность почвы, загрязненной дизто-
пливом, в ходе биоремедиации микроорганизмами-деструкто-
рами Pseudomonas sp. шт. N2.
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гид ролиза ФДА, после внесения в чистую почву дизтопли-
ва снизилась с 37,8 ± 0,9 до 9,6 ± 1,2 мг ФДА × г–1 × ч–1. 
После 30 сут очистки почвы этот показатель в варианте 
без внесения микроорганизмов-деструкторов увеличился 
в 1,3 раза, в то время как присутствие микрокапсулирован-
ных и свободных микроорганизмов-деструкторов в почве 
увеличило гид ролазную активность в 3,9–4,1 и 3,1 раза 
соот ветственно. 

Загрязнение чистой почвы дизельным топливом приво-
дит также к снижению ее целлюлозоразлагающей актив-
ности (рис. 7, 8). 

Спустя 30 сут проведение биоремедиационных мероприя-
тий способствовало увеличению целлюлозоразлагающей 
активности почвы. При этом в вариантах с внесением микро-
капсулированных бактерий-деструкторов интенсивность 
разложения целлюлозы (50%) соответствовала уровню чис-
той почвы.

Интенсивность дыхания почвы является одним из ос нов-
ных показателей, определяющих биологическую актив-
ность почвы. Под дыханием почвы понимают интенсив-
ность эмиссии углекислого газа из почвы, которая опреде-
ляется скоростью процессов биодеструкции органическо-
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Рис. 5. Гидролазная активность почвы, загрязненной дизтопли-
вом, в ходе биоремедиации микроорганизмами-деструкторами 
Rhodococcus sp. шт. N1.
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Рис. 6. Гидролазная активность почвы, загрязненной дизтопли-
вом, в ходе биоремедиации микроорганизмами-деструкторами 
Pseudomonas sp. шт. N2.
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Рис. 7. Интенсивность разложения целлюлозы в почве, загряз-
ненной дизтопливом, в ходе биоремедиации микроорганизмами-
деструкторами Rhodococcus sp. шт. N1.
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Рис. 8. Интенсивность разложения целлюлозы в почве, загряз-
ненной дизтопливом, в ходе биоремедиации микроорганизмами-
деструкторами Pseudomonas sp. шт. N2.
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го вещества. В процессе лабораторных исследований 
было установлено, что при загрязнении дизельным топли-
вом (10 г/кг) достоверно снижается интенсивность почвен-
ного дыхания с 5,37 ± ± 0,10 до 3,03 ± 0,09 мкг СО2 – 
С/г почвы в час. 

В процессе микробной биоремедиации базальное дыха-
ние спустя 30 сут достоверно увеличилось только в вари-
антах с интродукцией микрокапсулированных бактерий-
деструкторов в 1,2–1,4 раза. Убыль углеводородов в вариан-
тах почвы способствовала интенсификации субстрат-
индуцированной активности микрокапсулированными и 
свободными микроорганизмами-деструкторами в 2,6–2,8 и 
2,1–2,2 раза соответственно по сравнению с началом экс-
перимента (табл. 4).

Коэффициент дыхательной активности микроорганизмов 
QR – важный индикатор состояния и развития микробного 
сообщества почвы. Согласно литературным данным [18], 
величина QR почв естественных биоценозов при оптималь-
ных условиях варьирует в пределах 0,1–0,2. Величины QR, 
превышающие 0,2–0,3, указывают на неблагоприятные ан-
тропогенные или климатические воздействия. В вариантах 
опыта по микробной биоремедиации, где применялись ми-
крокапсулированные штаммы, а также в контроле (чистая 
почва) значения QR равнялись 0,17, 0,18, 0,17 соответствен-
но (табл. 5).

К числу значимых эколого-физиологических показа-
телей, характеризующих микробное сообщество почвы, 
относится содержание углерода микробной биомассы 
Смик. Загряз нение дерново-подзолистой почвы дизельным 
топли вом в начале эксперимента привело к снижению 
содер жания микробного углерода в почве (см. табл. 5) 
в 3,0 раза.

Через 30 сут инкубации значения Смик увеличились во всех 
вариантах, содержащих дизельное топливо, причем в наи-

большей степени в опыте с микрокапсулированными 
микроорганизмами-деструкторами – в 2,6–2,8 раза. 

Таким образом, в экспериментах по микробной биореме-
диации почвы, загрязненной дизельным топливом, выявле-
но увеличение численности и биоремедиационного потен-
циала микробного почвенного сообщества. 

Заключение

Внесение в дерново-подзолистую почву дизельного 
топли ва негативно повлияло на биологическую активность 
почвы. В начале эксперимента в вариантах почвы с дизто-
пливом, по сравнению с контролем, установлено снижение 
дегидрогеназной активности, активности гидролаз (по реак-
ции гидролиза ФДА), целлюлозоразлагающей активности, 
базального и субстрат-индуцированного дыхания почвы, 
содер жания углерода микробной биомассы, а также числен-
ности сапрофитных микроорганизмов.

В ходе микробной биоремедиации рост биологической 
активности, увеличение численности интродуцированных 
бак терий-деструкторов и сапрофитной микрофлоры на 
фоне снижения концентрации углеводородов и интеграль-
ной токсичности загрязненной почвы делает возможным 
успешное проведение биоремедиации. Применение микро-
капсулированных бактерий – деструкторов Pseudomonas sp. 
шт. N2 и Rhodococcus sp. шт. N1 в концентрации 107 КОЕ/г 
почвы для деструкции углеводородов дизельного топлива 
в 1,4 раза эффективнее, чем внесение суспензии микро-
организмов в той же концентрации. Микрокапсулы из по-
лимочевины способствуют увеличению биологической ак-
тивности и приживаемости бактерий-деструкторов в за-
грязненной почве. 

Таким образом, использование микрокапсулированных 
микроорганизмов-деструкторов способствует повышению 

Таблица 4. Базальное (БД) и субстрат-индуцированное (СИД) дыхание почвы, загрязненной дизтопливом, в ходе микробной био-
ремедиации

Варианты опыта VБД, мкг СО2 – С/г почвы в час VСИД, мкг СО2 – С/г почвы в час
начало опыта 14 сут 30 сут начало опыта 14 сут 30 сут

Почва + дизтопливо + микроорганизмы шт. N1 3,42 ± 0,12* 3,59 ± 0,16* 3,76 ± 0,18* 8,96 ± 0,24* 11,38 ± 0,37* 18,98 ± 0,12*
Почва + дизтопливо + микрокапсулированные 
микроорганизмы шт. N1 3,36 ± 0,12* 3,41 ± 0,08* 3,98 ± 0,21* 8,95 ± 0,58* 14,75 ± 0,40* 23,58 ± 1,01*

Почва + дизтопливо + микроорганизмы шт. N2 3,04 ± 0,11* 3,48 ± 0,09* 3,51 ± 0,13* 8,94 ± 0,21* 11,25 ± 0,44* 19,60 ± 0,29*
Почва + дизтопливо + микрокапсулированные 
микроорганизмы шт. N2 3,13 ± 0,08* 3,54 ± 0,11* 4,3 ± 0,16* 8,73 ± 0,43* 15,84 ± 0,65* 24,37 ± 0,18*

Почва + дизтопливо (контроль) 3,03 ± 0,09* 2,39 ± 0,08* 2,60 ± 0,09* 8,91 ± 0,20* 10,41 ± 0,51* 12,97 ± 0,77*
Почва чистая (контроль) 5,37 ± 0,10 4,46 ± 0,17 4,71 ± 0,09 26,91 ± 0,14 27,58 ± 0,72 27,82 ± 1,10

*p < 0,05 – в сравнении с контролем (чистая почва).

Таблица 5. Содержание углерода микробной биомассы (Cмик) и значения коэффициента микробного дыхания почвы (QR), загряз-
ненной дизтопливом, в ходе микробной биоремедиации

Вариант опыта QR, БД/СИД Смик , мкг СО2 – С/г почвы
начало опыта 14 сут 30 сут начало опыта 14 сут 30 сут

Почва + дизтопливо + микроорганизмы шт. N1 0,38 ± 0,02* 0,31 ± 0,01* 0,20 ± 0,02 359 ± 10* 456 ± 12* 760 ± 5*
Почва + дизтопливо + микрокапсулированные 
микроорганизмы шт. N1 0,37 ± 0,02* 0,23 ± 0,01* 0,17 ± 0,01 359 ± 23* 590 ± 16* 944 ± 40*

Почва + дизтопливо + микроорганизмы шт. N2 0,39 ± 0,02* 0,31 ± 0,01* 0,18 ± 0,01 359 ± 8* 470 ± 18* 785 ± 12*
Почва + дизтопливо + микрокапсулированные 
микроорганизмы шт. N2 0,36 ± 0,02* 0,22 ± 0,01* 0,18 ± 0,01 350 ± 17* 634 ± 26* 976 ± 37*

Почва + дизтопливо (контроль) 0,34 ± 0,0*1 0,23 ± 0,02* 0,22 ± 0,02* 357 ± 27* 417 ± 20* 519 ± 31*
Почва чистая (контроль) 0,20 ± 0,01 0,16 ± 0,01 0,17 ± 0,01 1077 ± 29 1104 ± 29 1114 ± 44

*p < 0,05 – в сравнении с контрольной группой.
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эффективности биоремедиации загрязненных почв. Полу-
ченные результаты позволяют рекомендовать использовать 
для биоремедиации почв, загрязненных дизельным топли-
вом, микроорганизмы-деструкторы, иммобилизованные на 
микрокапсулах из полимочевины. 
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Новые данные о возбудителе туляремии

Недавно опубликована диссертация, посвященная изучению 
вспышек туляремии в европейских странах. 

Исследованы пространственно-временные аспекты генетиче-
ского разнообразия F. tularensis. В результате анализа однону-
клеотидного полиморфизма (SNPs) 205 геномов F. tularensis 
установлено, что туляремия распространялась с востока на за-
пад по Европейскому континенту. В период с 1947 по 2012 гг.
темпы эволюции возбудителя не поддавались определению. 
Однако в очагах свежих вспышек скорость была заметно выше: 
0,4 SNPs/геном/год.

Обнаружена способность возбудителя F. tularensis выживать 
в физиологическом растворе в течение четырех лет без пита-
тельных веществ.

Представлены данные, дающие новое понимание закономер-
ностей распространения и локальной персистенции туляремии. 
Это важно для интерпретации молекулярно-эпидемиологических 
исследований заболевания. В более широком контексте резуль-
таты демонстрируют, как пространственное рассредоточение и 
влияние микробного семенного банка могут способствовать раз-
нообразию возбудителя болезни. Описана концепция для опреде-
ления источ ника образцов F. tularensis. 

Francisella tularensis: persistence, dissemination and source attribution:  
a theoretical and computational approach.  

CK Dwibedi. Umeå University, 2019
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