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Применение иммобилизованных клеток на минеральные сорбенты  
в аридных условиях атырауской области 

В работе приведены данные по изучению нефтеокисляющей активности свободных и иммобилизованных кле-
ток микроорганизмов-нефтедеструкторов на минеральные сорбенты в аридных условиях на месторождении 
Косчагыл Атырауской области. 
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Application of immobilized сells on mineral sorbents in areid condition of atyrau region 

The article contains information on the use hydrocarbon-oxidizing activity of free and immobilized cells of 
microorganisms- oil oxidizing mineral sorbents in the arid conditions at the field «Koschagyl» Atyrau region. 
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Введение
Добываемая в Западном Казахстане нефть 

высокопарафинистая, с повышенным содер-
жанием меркаптановых соединений, что нега-
тивного сказывается при разливе нефти на фи-
зико-химические показатели почв, формируя 
в профиле почвы мощные битумные коры [1]. 
Процесс деструкции нефти в почве в естествен-
ных условиях – сложный физико-химический и 
биохимический процесс, направленность и ско-
рость которого зависят от климата, свойств и 
режимов почв, сезонной активности микрофло-
ры, влажности, концентрации и фракционного 
состава нефти в почве. Процесс биоразложения 
в почве протекает медленно, в течение длитель-
ного времени, более 20-25 лет [2, 3]. Поэтому 
управление процессами биодеградации углево-

дородов должно быть направлено, прежде всего, 
на активацию микробных сообществ и создание 
оптимальных условий для их существования. 
Использование иммобилизованных на различ-
ных сорбентах клеток микроорганизмов-нефте-
деструкторов и создание на их базе устойчивых, 
с гарантированной функциональной стабиль-
ностью в окружающей среде биодеструкторов 
нефти позволяет расширить область примене-
ния микробиологического метода в ликвида-
ции углеводородных загрязнений и еще больше 
увеличить эффективность и сократить время 
очистки почв. Закрепленные на носитель клет-
ки обладают повышенной жизнеспособностью, 
устойчивостью к действию неблагоприятных 
факторов окружающей среды, повышенной ка-
талитической и нефтеокисляющей активностью, 
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благодаря высокой концентрации клеток микро-
организмов [4, 5]. А сам носитель, благодаря 
сорбционной емкости, позволяет осуществлять 
быструю адсорбцию токсичного субстрата, пре-
дотвращая его миграцию в нижележащие слои, 
улучшает аэрацию среды и благодаря иммоби-
лизованным на нем микроорганизмам позволяет 
ассимилировать углерод нефтяных углеводоро-
дов путем биохимической трансформации в со-
единения, безопасные для человека и окружаю-
щей среды [6].

В связи с этим целью настоящей работы яв-
лялось изучение нефтеокисляющей активности 
свободных и иммобилизованных клеток микро-
организмов-деструкторов в аридных условиях 
на месторождении Каражанбас Мангистауской 
области.

Материалы и методы 
Полевой эксперимент по испытанию им-

мобилизованных на минеральные носители 
клеток штаммов углеводородокисляющих ми-
кроорганизмов Rhodococcus erythropolis Кл1 
и Rhodococcus ruber Кл4 был заложен на ста-
ционарном участке в г. Актау Мангистауской 
области. Для эксперимента использовали силь-
нозагрязненную почву с месторождения Кара-
жанбас. Участок был нами распланирован на 36 
опытных делянок, размеры которых составляли 
1х1 м2. Эксперимент закладывался в 3-х повтор-
ностях с соблюдением рендоминизации.

В качестве контроля взята загрязненная неф-
тью почва и почва с внесением только носителей 
(керамзита или цеолита). При закладке полевого 
эксперимента соблюдалась рендоминизация [7].

Из 2-х активных штаммов рода Rhodococcus 
углеводородокисляющих микроорганизмов на-
работана биомасса с титром клеток 3-5×109 
КОЕ/г. Эксперимент закладывался в 3-х повтор-
ностях, в следующих вариантах: с внесением 
свободных, иммобилизованных на цеолит и ке-
рамзит клеток углеводородокисляющих микро-
организмов. 

Почву до и после инокуляции ее свободны-
ми и иммобилизованными на носитель клетками 
микроорганизмов тщательно рыхляли и увлаж-
няли.

Для определения содержания нефти прово-
дили отбор проб почвы вначале, в середине и по 
окончанию полевого эксперимента. 

Отбор проб почвы проводили согласно уста-
новленным методам отбора и подготовки проб 

почвы для микробиологического и химического 
анализа [8].

Содержание нефти в почве определяли весо-
вым методом после экстракции ее хлороформом 
[9].

Динамику численности углеводородокисля-
ющих микроорганизмов (УОМ) определяли в 
почвенных образцах методом предельных раз-
ведений с последующим высевом на агаризо-
ванной среде Ворошилова-Диановой, в качестве 
единственного источника углерода и энергии 
была использована нефть месторождения Кара-
жанбас [8]. 

Активность каталазы в почве определяли га-
зометрическим методом по Галстяну А.Ш. [10]. 

Результаты и обсуждение
При определении исходного содержания 

нефти в почве на экспериментальном участке 
месторождения Косчагыл Атырауская область 
показало высокую степень ее загрязнения, со-
держание нефти в почве составило от 58,2 до 
69,2 г/кг почвы, тогда как в незагрязненной фо-
новой почве нефть не обнаружена. 

Контролем служила нефтезагрязненная по-
чва без внесения микроорганизмов и с внесени-
ем в загрязненную нефтью почву минеральных 
носителей (цеолита или керамзита). 

Наработанную в виде пасты биомассу ак-
тивных штаммов углеводородокисляющих ми-
кроорганизмов Rhodococcus erythropolis Кл1 и 
Rhodococcus ruber Кл4 вносили в нефтезагряз-
ненную почву в виде суспензии со свободными 
клетками и иммобилизованными на цеолит или 
керамзит. На участках проводили рыхление и 
увлажнение почвы.

Остаточное содержание нефти в почве поле-
вого эксперимента на 30 и 60 сутки определяли 
гравиметрическим методом, помио этого опре-
деляли изменение общей микробной числен-
ности (ОМЧ) и численности углеводородокис-
ляющих микроорганизмов (УОМ), изменение 
активности почвенного фермента каталазы.

В почве на контрольных участках в ходе 
эксперимента наблюдалось снижение содержа-
ния углеводородов нефти, что можно объяснить 
деятельностью почвенного микробного сообще-
ства, и частичным испарением фракций нефти. 

В почве на опытных участках с внесени-
ем суспензии со свободными клетками микро-
организмов Rhodococcus erythropolis Кл1 и 
Rhodococcus ruber Кл4 деструкция нефти за 30 
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суток составила 48,2 и 43,4%, а после 60 суток 
62,7% и 58,6% соответственно. 

При инокуляции почвы иммобилизованны-
ми на цеолит клетками штаммов микроорганиз-
мов Rhodococcus erythropolis Кл1 и Rhodococcus 
ruber Кл4 на 30 сутки наблюдалась деструкция 
нефти 60 и 57,7%, а на 60 сутки 75,8 и 71,8% со-
ответственно.

Высокий процент деструкции нефти наблю-
дался в вариантах при внесении в почву иммо-
билизованных на керамзит клеток углеводоро-
докисляющих микроорганизмов Rhodococcus 
erythropolis Кл1 и Rhodococcus ruber Кл4. Так 
за 30 суток деструкция нефти этими штаммами 
микроорганизмов составила 64,9 и 61,1%, а по-
сле 60 суток 80,2 и 76,8% соответственно.

По результатам полевого эксперимента че-
рез 60 суток наибольшей нефтеокисляющей 
активностью обладали иммобилизованные на 
керамзит клетки штаммов углеводородокисляю-
щих микроорганизмов Rhodococcus erythropolis 
Кл1 и Rhodococcus ruber Кл4, снижение концен-
трации углеводородов в почве по сравнению с 
исходным показателем отмечено в 5,4 и 4,3 раза 
соответственно. В варианте при внесении иммо-
билизованных на цеолит клеток этих штаммов 
микроорганизмов наблюдалось уменьшение со-
держания нефти по сравнению с исходным по-
казателем в 4,1 и 3,5 раза, тогда применение их в 
свободном состоянии снижало содержание неф-
ти в 2,6 и 2,4 раза соответственно.

Также проведен отбор проб почвы со всех 
участков полевого эксперимента для анализа 
изменения ОМЧ и УОМ. Вначале эксперимента 
ОМЧ почвы экспериментального участка была 
низкая – 1,3×103 КОЕ/г почвы и численность 
УОМ – 1,2×102 КОЕ/г почвы. 

Через 30 и 60 суток проведен анализ проб 
почвы полевого эксперимента на ОМЧ и чис-
ленность УОМ. В почве контрольного участка 
(без внесения в почву микроорганизмов) ОМЧ и 
численность УОМ не изменяется. При внесении 
в почву только минеральных сорбентов через 30 
и 60 суток эксперимента наблюдали увеличение 
численности ОМЧ и УОМ на 1 порядок по срав-
нению с исходным показателем.

В вариантах с внесением суспензии свобод-
ных клеток углеводородокисляющих микро-
организмов Rhodococcus erythropolis Кл1 и 
Rhodococcus ruber Кл4 через 30 сутки наблюда-
лось увеличение ОМЧ и УОМ на 1 порядок, че-

рез 60 сутки ОМЧ увеличивалась на 3 порядка, 
УОМ – на 2 порядка по сравнению с исходными 
показателями. 

В вариантах с внесением иммобилизован-
ных на цеолит и керамзит клеток изучаемых 
микроорганизмов через 30 суток наблюдалось 
увеличение как ОМЧ, так численности УОМ на 
1 порядок по сравнению с исходными показа-
телями, после 60 суток отмечали значительное 
увеличение как ОМЧ, так численности УОМ на 
3 порядка. 

В контрольном варианте без внесения ми-
кроорганизмов отмечено увеличение числен-
ности УОМ в 1,2 раза, а на опытных участках с 
внесением иммобилизованных на минеральные 
сорбенты клеток микроорганизмов численность 
УОМ увеличилась в 3 раза (таблица 1).

Определение ОМЧ и УОМ на эксперимен-
тальных участках в процессе очистки почвы с 
применением свободных и иммобилизованных 
клеток штаммов углеводородокисляющих ми-
кроорганизмов Rhodococcus erythropolis Кл1 и 
Rhodococcus ruber Кл4 через 60 суток экспери-
мента показало возрастание ОМЧ на 3 порядка, 
а численности УОМ при внесении свободных 
клеток на 2 и иммобилизованных на минераль-
ные носители УОМ на 3 порядка.

Подтверждением ускорения процесса дегра-
дации нефти и в качестве тест-системы сниже-
ния содержания нефти в почве может служить 
показатель активности почвенного фермента ка-
талазы. Уровень активности окислительно-вос-
становительных ферментов, в том числе и ка-
талазы – один из критериев самоочищающейся 
способности почвы от нефтяных углеводородов 
[3, 4]. Каталаза, осуществляющая катализ реак-
ции разложения перекиси водорода на воду и 
молекулярный кислород, привносит доступный 
активный кислород микроорганизмам, участву-
ющим в процессах разложения нефти [11, 12]. 

Исходная активность каталазы в нефтеза-
грязненной почве полевого эксперимента со-
ставила 2,0 мл О2/г почвы за мин. После 30 и 
60 суток эксперимента в варианте без внесения 
клеток микроорганизмов активность каталазы 
по сравнению с исходным показателем увеличи-
лась в 1,2 и 1,6 раз соответственно. 

При внесении в почву полевого эксперимен-
та цеолита или керамзита через 30 суток актив-
ность каталазы по сравнению с исходным увели-
чилась в 1,6 и 1,9 раз и составила 3,2 и 3,8 мл О2/г 
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Рисунок 1 – Динамика изменения активности каталазы почвы  

на экспериментальном участке месторождения Косчагыл  
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Свободные клетки Иммобилизованные на цеолит Иммобилизованные на керамзит

почвы за мин, а через 60 суток она увеличилась 
в 2,1 и 2,4 раз и составила 4,2 и 4,8 мл О2/г по-
чвы за мин. При инокуляции почвы суспензией 
со свободными клетками углеводородокисляю-
щих микроорганизмов Rhodococcus erythropolis 
Кл1 и Rhodococcus ruber Кл4 активность катала-
зы по сравнению с исходным показателем через 
30 сутки увеличивалась в 3 раза и составила 6 
мл О2/г почвы за мин в обоих вариантах, через 
60 сутки ее активность увеличилась в 3,6 и 3,4 
раза и составила 7,2 и 6,8 мл О2/г почвы за мин 
соответственно (рисунок 2). 

Каталазная активность почвы в полевом 
эксперименте через 30 суток в вариантах при 
внесении иммобилизованных на цеолит кле-
ток углеводородокисляющих микроорганизмов 
Rhodococcus erythropolis Кл1 и Rhodococcus 
ruber Кл4 по сравнению с исходным показате-
лем увеличилась в 3,8 и 3,6 раз и составила 7,6 и 
7,2 мл О2/г почвы за мин, а через 60 суток в 4,4 
и 4,1 раз и составила 8,8 и 8,2 мл О2/г почвы за 
мин соответственно. 

В вариантах при внесении иммобилизован-
ных на керамзит клеток штаммов микроорганиз-

мов Rhodococcus erythropolis Кл1 и Rhodococcus 
ruber Кл4 активность каталазы по сравнению с 
исходным показателем на 30 сутки эксперимен-
та возросла в 4,2 и 3,9 раз и составила 8,4 и 7,8 
мл О2/г почвы за мин, а после 60 суток в 5,8 и 5,2 
раз и составила 11,6 и 10,4 мл О2/г почвы за мин 
соответственно.

Таким образом, проведенные исследования 
в полевых условиях на месторождений Косча-
гыл Атырауской области показали, что при-
менение иммобилизованных на минеральные 
носители штаммов углеводородокисляющих 
микроорганизмов Rhodococcus erythropolis Кл1 
и Rhodococcus ruber Кл4 ускоряет деструкцию 
нефти в почве причем, более эффективно при-
менение их в иммобилизованном на керамзит 
виде, деструкция нефти через 60 суток дости-
гала 80,2 и 76,8% соответственно, что в 1,3 раза 
больше по сравнению со свободными клетка-
ми. Также по сравнению с исходным показа-
телем отмечено увеличение численности ОМЧ 
на 3 порядка и УОМ на 2 порядка, активность 
каталазы увеличилась в 5,8 и 5,2 раза соответ-
ственно.
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