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Abstract. The article uses the example of artificially polluted soil to consider the effect of a urea 
sorbent –  biological product “Unisorb- Bio” with an immobilized mixed culture of Bacillus bacteria and 
Trichoderma micromycetes on the biodegradation of oil, followed by phyto- control of the soil with a 
test culture of cress- salad.
It was shown that during 9 weeks of exposure of “Unisorb- Bio” with immobilized oil- oxidizing strains, 
the oil content in the soil decreased by 10 times, which is 5 times higher compared to the control. The low 
level of soil toxicity after processing it with “Unisorb- Bio” is indicated by the results of the test control, 
which showed that the sowing quality (germination energy, seed germination) of cress- salad is 72.5 %.
The observed sowing qualities and morphophysiological indicators give grounds to conclude that the 
biological product “Unisorb- Bio” with immobilized microflora is able to restore the soil even with a 
high level of initial contamination.
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Влияние биосорбента «Унисорб- Био»  
с иммобилизованной микрофлорой  
родов Вacillus и Trichoderma на восстановление почвы  
в условиях нефтяного загрязнения
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Аннотация. В статье на примере искусственно загрязненной почвы рассмотрено влияние 
карбамидного сорбента –  биопрепарата «Унисорб- Био» с иммобилизованной смешанной культурой 
бактерий рода Вacillus и микромицетов рода Trichoderma на биодеструкцию нефти с последующим 
фитоконтролем почвы тест- культурой кресс- салата.
Показано, что за девять недель экспонирования «Унисорб- Био» с иммобилизованными 
нефтеокисляющими штаммами содержание нефти в почве снизилось в 10 раз, что в 5 раз выше 
по сравнению с контролем. О низком уровне токсичности почвы после обработки ее «Унисорб- 
Био» свидетельствуют результаты тест- контроля, которые показали, что посевные качества 
(энергия прорастания, всхожесть семян) у кресс- салата составляют 72,5 %.
Наблюдаемые посевные качества и морфофизиологические показатели дают основание сделать 
вывод о том, что биопрепарат «Унисорб- Био» с иммобилизованной микрофлорой способен 
восстановить почву даже с высоким уровнем начального загрязнения.

Ключевые слова: нефть, почва, загрязнение нефтью, биопрепарат «Унисорб- Био», биоремедиация, 
фитоконтроль, кресс- салат.
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В настоящее время нефть –  основной источник получения энергии человеком, но добыча 
и переработка нефти приводят к загрязнению окружающей среды. Для решения проблемы 
загрязнения природной среды, особенно почвы, нефтепродуктами могут применяться раз-
личные физические, физико- химические, химические и биотехнологические методы. Наи-
более перспективным и безопасным принципом ликвидации нефтезагрязнений является как 
биодеградация с использованием интродуцированной нефтеокисляющей микрофлоры, так 
и интенсификация процессов естественного очищения почв и воды. Использование абориген-
ных, адаптированных или отобранных консорциумов микроорганизмов для биоремедиации 
может быть эффективным подходом, поскольку большинство химических соединений нефти 
и нефтепродуктов биодеградируемы, а микроорганизмы- деструкторы весьма разнообразны 
и широко распространены [1–4].
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Происходящее в результате загрязнения почвы нарушение в ней воздушного режима, уси-
ление деятельности анаэробных микроорганизмов, а также изменение водного баланса в систе-
ме «почва –  растение» и образование токсичных продуктов окисления углеводородов приводят 
к подавлению роста растений, появлению у них морфологических и физиологических измене-
ний, которые служат индикаторными признаками нефтяного загрязнения [5–7].

Для устранения последствий негативного влияния нефтегенных веществ на почву раз-
работан широкий спектр методов, которые отличаются по способу деструкции нефтепродук-
тов, аппаратурному оформлению, длительности и эффективности процесса и экономическим 
затратам. Одной из распространенных технологий, которая практически применяется при 
всех способах очистки нефтезагрязненных почв, является биоремедиация, эффективность 
и длительность которой зависят от уровня начального загрязнения, применяемых методов 
сбора и ликвидации загрязнений, климатических условий и других факторов, вследствие 
чего интенсификация данного процесса представляет важную экологическую и технологи-
ческую задачу [8–11].

Установлено, что для биологической очистки нефтезагрязненных почв значительному 
ускорению разложения нефтепродуктов способствует применение штаммов нефтеразруша-
ющих микроорганизмов, которые всегда есть в микробиоценозе. Однако их рост при избыт-
ке содержания углерода лимитируется недостатком кислорода, азота и фосфора, что требует 
первоначального анализа состава почв и загрязнителя, периодического внесения из вне недо-
стающих источников биогенных элементов, а также стимуляторов роста микроорганизмов, 
обеспечение доступности кислорода и воды, что усложняет технологию очистки от нефтяного 
загрязнения и значительно удорожает данный процесс.

Одни из главных и приоритетных направлений в области охраны окружающей среды и ра-
ционального природопользования –  разработка и внедрение инновационных технологий вос-
становления почв методом биоремедиации.

Экспериментально установлено, что в почве, загрязненной нефтепродуктами в концентра-
ции менее 1 %, накапливается разнообразное сообщество углеводородокисляющей микрофло-
ры, которое обеспечивает ее самоочищение. В этом случае экономически преимущественны 
биотехнологические разработки на основе стимуляции процессов жизнедеятельности абори-
генной микрофлоры, внесение лимитирующих компонентов среды и создание условий для ин-
тенсификации процессов биоокисления в условиях in situ. Но при интенсивном загрязнении 
почвы (свыше 5 %) нефтепродукты ингибируют ферментативные активности практически всех 
микроорганизмов. В этом случае перспективным может быть применение сорбентов и биопре-
паратов, в частности «Унисорб- Био» –  карбамидного сорбента типа «Унисорб» с иммобилизо-
ванной аборигенной микрофлорой, обладающего комбинированным действием: сбор, сорбция 
нефти, перевод ее из объемного в пленочное состояние, наличие в составе биогенных компо-
нентов (углерод, азот, фосфор, микроэлементы) и биоокисление углеводородов in situ с участи-
ем привнесенной микрофлоры и активированной аборигенной.

Иммобилизация микрофлоры на пористом материале, помимо закрепления микроорга-
низмов в загрязненной экосистеме, способствует повышению ферментативной активности 
и устойчивости их к неблагоприятному воздействию факторов окружающей среды и ускоряет 
процессы биодеградации нефтяных углеводородов [12–14]. Следует отметить еще одно важное 



– 292 –

Journal of  Siberian Federal University.  Chemistry 2022 15(2): 289–297

свой ство, которое придает микрофлоре иммобилизация, –  она предотвращает ее вымывание 
из зоны загрязнения, что значительно увеличивает эффективность биодеструкции.

Истощение ресурсов экосистемы, связанное с нефтяным загрязнением, определенным 
образом влияет на видовой состав растительного сообщества. Наиболее нефтетолерант-
ными видами растений являются (по степени уменьшения): ежа сборная, полевица белая, 
тимофеевка луговая, овсяница луговая, костер безостый, бекмания восточная, а из бобо-
вых –  люпин многолетний, лядвенец рогатый, клевер шведский, клевер луговой, ползучий 
[15–17].

Кроме того, эти растения, в особенности бобовые, могут создавать в прикорневой зоне 
особую микрофлору, которая способна к деградации самых разнообразных загрязнителей, 
причем процессы разрушения токсичных веществ протекают здесь гораздо быстрее, чем в по-
чве без растений. Для осуществления мониторинга экологического состояния почв в первую 
очередь оценивают изменения интегральных показателей состояния почв, к которым относит-
ся биологическая активность, в частности оценка фитотоксичности. Основными параметрами, 
изучаемыми в процессе биотестирования на фитотоксичность, являются всхожесть и энергия 
прорастания семян. Прорастание семян –  наиболее уязвимый этап индивидуального развития 
высших растений. Эта фаза развития растения представляет собой наиболее привлекательный 
объект тестирования [18–19].

Экспериментальная часть

Объектами исследования были карбамидный сорбент «Унисорб- Био» –  биопрепарат, 
полученный методом капельного орошения сорбента типа «Унисорб» («Сорбенты полимер-
ные» по ТУ 2223–001–02067907–1996, с изменениями № 1 2006 г., производство ООО «НПФ» 
ЭКОСОРБ») суспензией аборигенных штаммов Bacillus cereus «12М», Bacillus subtilis «2сп», 
Trichoderma koningii «ТСЛ-06», Trichoderma asperellum «TH-11». Условия получения модифи-
цированных сорбентов приведены в [14]. Молекулярно- генетическая идентификация выделен-
ных штаммов выполнена на основании ПЦР-амплификации и секвенирования гена 16S рРНК 
с использованием стандартных методов молекулярной биологии (полимеразная цепная реак-
ция, выделение фрагментов ДНК из агарозного геля, определение и анализ нуклеотидных по-
следовательностей). Для уточнения видовой принадлежности чистых культур проводили ана-
лиз нуклеотидной последовательности гена 16S рРНК. Секвенирование проводили в институте 
Микробиологии РАН (г. Москва).

Для получения биомассы жидкофазное культивирование производили на минеральных 
средах, содержащих разный набор солей и одинаковый процент нефти (1 % от объема сре-
ды). Культивирования производились на среде для бактерий рода Bacillus, г/л: NH4NO3 –  1,0; 
KH2PO4 –  1,0; K2HPO4 –  1,0; MgSO4·7H2O –  0,2; CaCl –  0,02; FeCl3 –  две капли.

Состав среды для грибов рода Trichoderma г/л: K2HPO4 –  1,0; MgSO4 –  0,5; NaNO3 –  2,0; 
FeSO4 –  0,01; KCl –  0,5. Полученную активную биомассу, находящуюся в экспоненциальной 
фазе роста, использовали для иммобилизации.

Испытания проводили в нестерильных условиях, моделирующих естественные, в двух по-
вторностях, в контейнерах с искусственно внесенной нефтью. Навеску загрязненной нефтью 
почвы 200 г помещали в пластиковый контейнер объемом 500 см 3, затем вносили в количе-



– 293 –

Journal of  Siberian Federal University.  Chemistry 2022 15(2): 289–297

стве, % от а.с.м. почвы, нефть –  5 и 10 и «Унисорб- Био» –  1, содержащий разные комбинации 
исследуемых штаммов в количестве 108 кл/г сорбента.

Почву увлажняли до относительной влажности 60–65 %. После внесения всех компонен-
тов все тщательно перемешивали. Полив и рыхление почвы осуществляли через каждые три 
дня. В качестве контроля использовали почву, загрязненную нефтью, без внесения биопрепа-
рата.

Эксперимент проводили в течение девяти недель при 30–33 °C.
По завершении процесса экспонирования определяли степень деструкции нефти гравиме-

трически, после экстракции УВ хлороформом [20].
По истечении девяти недель применения иммобилизованного биопрепарата в контей-

неры с незагрязненной и загрязненной почвой производили посев воздушно- сухих семян 
кресс- салата (по 10 штук), увлажняли до 60 % от полной влагоемкости почвы. Увлажнение 
осуществляли каждые 2 дня. Эксперимент проводился в условиях естественной освещенности 
при комнатной температуре в двух повторностях. Энергию прорастания и всхожесть семян 
учитывали на 7-й и 14-й день соответственно. Морфологическую оценку состояния растений 
проводили на 21-е сутки.

По окончании опыта растения осторожно отделяли от земли, просушивали, стряхивали 
остатки почвы и определяли морфометрические показатели растений: длину наземной части 
и длину корней [21].

Обсуждение результатов

О том, насколько эффективно прошла биодеструкция нефти в условиях модельных опытов 
с использованием разных штаммов иммобилизованной микрофлоры, можно судить по резуль-
татам изменения содержания остаточной нефти в почве после обработки ее «Унисорб- Био» с им-
мобилизованными смешанными и монокультурами рода Bacillus и грибов рода Trichoderma.

Максимальное снижение содержания нефти в почве, при ее начальной концентрации 5 %, 
за 9 недель инкубирования наблюдалось при использовании монокультуры Bacillus subtilis 
«2сп» и смешанной культуры Bacillus subtilis «2сп» + Bacillus cereus «12М», оно составило 
87,5 %, что выше по сравнению с контрольным вариантом в 1,5 раза (рис. 1).

Подобный характер имеет динамика изменения содержания нефти в почве и при более вы-
соком уровне начального загрязнения. Так, при ее начальной концентрации 10 % максимальное 
снижение содержания нефти за 9 недель инкубирования наблюдалось при использовании сме-
шанной культуры Bacillus subtilis «2сп» + Bacillus cereus «12М», и эффективность очистки по-
чвы с применением бактериальных штаммов по сравнению с контролем была выше в 1,4 раза.

В случае применения монокультур штаммов Trichoderma asperellum «TH-11» и Trichoderma 
koningii «ТСЛ-06» количество остаточной нефти после 9 недель культивирования при ее на-
чальном содержании 5 % снизилось на 80,7 и 85,7 % соответственно, а при концентрации нефти 
в почве 10 % –  на 78 и 84 % соответственно. По сравнению с контрольными вариантами био-
деструкция с применением микромицетов была выше в 1,4 и 1,2 раза при начальной концентра-
ции 5 и 10 % соответственно.

Применение консорциума бактерий рода Bacillus и грибов рода Trichoderma показало, 
что максимальная степень биодеструкции составила 88,8 % при внесении биосорбента с им-
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мобилизованными смешанными культурами Bacillus subtilis «2сп» + Trichoderma koningii 
«ТСЛ-06» при любой степени начального загрязнения. По сравнению с контрольным вари-
антом эффективность очистки почвы с использованием консорциума микроорганизмов была 
выше в 1,5.

Следует отметить, что за счет проведения опыта при повышенных температурах и вы-
равнивания соотношения биогенных элементов С: N: Р в почве в результате внесения полимер-
ного сорбента, вероятно, активизировалась собственная мезофильная микрофлора и степень 
биодеструкции в контрольных вариантах была достаточно высока. C 166: N 20: P1 в молярном 
эквиваленте (в весовом –  C 62: N 9: P1).

По результатам видно, что бактерии рода Bacillus и грибы рода Trichoderma способны под-
вергать деструкции нефть, содержащуюся в почве. Максимальное снижение содержания нефти 
при ее начальной концентрации 5 % наблюдалось при использовании монокультуры Bacillus 
subtilis «2сп», при начальной концентрации 10 % –  у смешанной культуры Bacillus subtilis «2сп» 
+ Bacillus cereus «12М». Эти результаты хорошо согласуются с морфометрической оценкой со-
стояния растений, выросших на почве после биоремедиации.

При оценке действия биоремедиации загрязненной почвы на морфометрические показа-
тели растений в условиях естественной освещенности установлено достоверное увеличение 
таких параметров, как длина наземной части и длина главного корня растения.

По совокупности морфометрических показателей лучшие результаты имели следую-
щие штаммы: консорциумы Bacillus cereus «12М» + Trichoderma koningii «ТСЛ-06», Bacillus 
cereus «12М» + Trichoderma asperellum «TH-11», Bacillus subtilis «2сп» + Trichoderma koningii 
«ТСЛ-06» и смешанную культуру Bacillus subtilis «2сп» + Bacillus cereus «12М», их показатели 
превышали показатели растений на нативной почве по длине надземной части примерно в 2 
раза, в то же время по длине главного корня различия были менее существенны.

Рис. 1. Изменение содержания нефти в почве в результате воздействия штаммов рода Bacillus при 
начальном загрязнении почвы 5 %

Fig. 1. Changes in the oil content in the soil as a result of exposure to strains of the genus Bacillus during initial 
soil contamination 5 %
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Таким образом, результаты моделирования почвенного загрязнения и обработки почвы 
иммобилизованной микрофлорой показали, что содержание нефти в почве в концентрциях 
выше 5 % оказывает фитотоксическое действие на растения, так, энергия прорастания кресс- 
салата составила 50 %, всхожесть –  72,5 %. После проведения биоремедиации нефтезагряз-
ненной почвы с применением «Унисорб- Био» с иммобилизованными бактериальными куль-
турами рода Bacillus и грибов рода Trichoderma наблюдалось повышение жизнеспособности 
и выживаемости растений на 50 и 28 % соответственно. Применение микроорганизмов для 
биоремедиации оказало положительное влияние на морфометрические показатели растений 
(максимальный эффект составил в среднем в 2,5 раза).

Результаты позволяют оценить степень снижения токсичности и перспективы использо-
вания смешанных микробных ассоциаций для решения экологических задач методами био-
технологии.

По совокупности параметров, таких как степень деградации углеводородов и фитотоксич-
ность, для создания биопрепаратов в целях рекультивации почвы от нефтезагрязнений с после-
дующим выращиванием растений можно рекомендовать следующие штаммы: консорциумы 
Bacillus cereus «12М» + Trichoderma koningii «ТСЛ-06», Bacillus cereus «12М» + Trichoderma 
asperellum «TH-11», Bacillus subtilis «2сп» + Trichoderma koningii «ТСЛ-06» и смешанную куль-
туру Bacillus subtilis «2сп» + Bacillus cereus «12М».
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