
Химия в интересах устойчивого развития. 2025. Т. 33, № 3. С. 337–347� 337

Научная статья

УДК 502.654:631.4:665.6

DOI: 10.15372/KhUR2025658

EDN: JBUQUH

Биоремедиация мерзлотных почв  
с разными сроками нефтезагрязнения:  
особенности и оценка эффективности

С. Х. ЛИФШИЦ , Ю. С. ГЛЯЗНЕЦОВА, О. Н. ЧАЛАЯ, И. Н. ЗУЕВА

ФИЦ “Якутский научный центр СО РАН”, Институт проблем нефти и газа СО РАН, Якутск, Россия

E-mail:  lifsara@yandex.ru, glyaz1408@mail.ru, oncha@ipng.ysn.ru, inzu@ipng.ysn.ru

Аннотация

Биоремедиация служит наиболее актуальным и востребованным способом очистки почв от нефтезагряз-
нений, особенно в северных регионах. Приведены результаты натурных экспериментов по изучению влияния 
давности нефтезагрязнения на эффективность микробиологической ремедиации почв на территории бывшего 
нефтепровода (юго-запад Якутии). Очистку проводили путем внесения биопрепарата на основе накопитель-
ных культур аборигенных углеводородокисляющих микроорганизмов, предварительно выделенных из почв 
данной территории. Установлено, что степень деструкции свежего загрязнения через год после проведения 
биоремедиации составила 77.4 %, а для старого 7-летнего загрязнения – всего 34.3 % (от уровня, оставшегося 
через 7 лет после разлива). Впервые снижение эффективности процессов биоремедиации рассмотрено с по-
зиций цепного свободно-радикального механизма микробиологического окисления. В отсутствие легкоокисляе
мого субстрата, в данном случае – алканов от н-С

12
 до н-С

24
, а также 12,13-метилалканов, которые за 7 лет 

деградировали естественным путем, инициирование окисления замедлялось и внесение биопрепарата уже 
не позволило достигнуть высокой степени очистки. Кроме того, образование промежуточных продуктов 
реакции (высокомолекулярных нафтено-ароматических углеводородов) могло тормозить цепной процесс 
окисления вследствие образования устойчивых промежуточных радикалов. Новообразование смол, отме-
ченное в процессе биоремедиации, приводит к гидрофобизации почв и нарушению их водно-воздушного 
режима, что также могло отрицательно влиять на процессы окислительной деградации нефтезагрязнения. 
Показано, что способ биоремедиации нефтезагрязненных почв наиболее эффективен в случае свежих неф
тезагрязнений.
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Abstract

Bioremediation is the most relevant and popular method of soil purification from oil pollution, especially in the 
northern regions. The results of field experiments to study the influence of the age of oil pollution on the effi-
ciency of microbiological remediation of soils on the territory of the former oil pipeline (southwest of Yakutia) are 
presented. Purification was carried out by introducing the biological preparation based on enrichment cultures of 
indigenous hydrocarbon-oxidising microorganisms, previously isolated from the soils of this territory. It was found 
that the degree of destruction of fresh pollution a year after bioremediation was 77.4 %, and for old 7-year-old 
pollution it was only 34.3 % (of the level that remained 7 years after the oil spill). For the first time, a decrease in 
the efficiency of bioremediation processes has been considered from the standpoint of the chain free radical 
mechanism of microbiological oxidation. In the absence of a readily oxidised substrate, specifically alkanes from 
n-C

12
 to n-C

24
, as well as 12,13-methylalkanes, which naturally degraded over 7 years, the initiation of oxidation 

slows down, and the addition of the biological preparation no longer allows achieving high purification efficiency. 
In addition, the formation of intermediate reaction products (high-molecular naphthenic-aromatic hydrocarbons) 
could inhibit the chain oxidation process due to the formation of stable intermediate radicals. The new formation 
of resins during bioremediation leads to hydrophobisation of soils and disruption of their water-air regime, which 
also could have a negative effect on the oxidative biodegradation of oil pollution. It has been shown that the 
method of bioremediation of oil-contaminated soils is most effective in the case of fresh oil spills.

Keywords: fresh and old oil pollution of soils, bioremediation, microbiological oxidation, chain free radical 
mechanism

ВВЕДЕНИЕ

Нефть и нефтепродукты являются в настоя-
щее время основными загрязнителями окружаю
щей среды. Разработка месторождений, транс-
порт, переработка и хранение углеводородного 
сырья неизбежно связаны с различного рода 
утечками, разливами, а иногда и крупномас-
штабными авариями [1–4]. Несмотря на пред-
принимаемые усилия к уменьшению аварийных 
ситуаций, количество их не падает, а масштабы 
экологических последствий растут [5–7]. При 
попадании нефти в почву разрушается сложив-
шийся почвенный микробиом, гибнет расти-

тельность, в том числе высшая [8]. В настоящее 
время разработано много способов восстановле-
ния почв от нефтезагрязнений [3, 9]. Однако тип 
почвы, климатические особенности региона, со-
став загрязнителя оказывают влияние на выбор 
того или иного способа очистки [3, 10, 11], что 
повышает актуальность поиска эффективных 
методов борьбы с нефтезагрязнениями.

Процессы самовосстановления почв от неф
тезагрязнений протекают медленно, особенно 
это касается северных территорий [8, 12–14]. 
Длительный период отрицательных температур 
в приповерхностных слоях мерзлотной почвы 
определяет низкие скорости протекания микро-
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биологических процессов, в ходе которых и осу-
ществляется биодеградация нефтезагрязнения. 
Для сохранения экологического благополучия 
почвенных экосистем необходимо изучение про-
цессов трансформации нефтезагрязнения и раз-
работка восстановительных мероприятий. На 
начальном этапе наиболее целесообразной яв-
ляется механическая очистка почв от нефте-
загрязнений. Иногда ее совмещают с выемкой 
загрязненного грунта для очистки его на специ-
ально выделенных площадках или для склади-
рования в шламовых амбарах. Однако для север-
ных территорий нарушение почвенного покрова 
противопоказано из-за возможной деградации 
мерзлоты [13]. В дальнейшем наиболее эколо-
гичным и эффективным является использова-
ние биологических методов, основанных на есте-
ственных процессах разложения нефти в при-
роде, – методах биоремедиации [15–18]. Под 
биоремедиацией понимают окислительную де-
струкцию нефтезагрязнения под влиянием угле-
водородокисляющих микроорганизмов (УОМ). 
Биоремедиация может осуществляться либо пу-
тем активации в нефтезагрязненной почве соб-
ственной углеводородокисляющей микрофлоры, 
либо путем внесения УОМ в виде биопрепара-
тов [19, 20].

Микроорганизмы, использующие углеводо-
роды в качестве источника питания, распро-
странены в природе [21]. Различные штаммы 
микроорганизмов имеют избирательную спо-
собность к окислению углеводородов [22]. Специ-
фика микробиологического окисления нефти 
и нефтепродуктов обусловлена своеобразием 
углеводородов как химических соединений [23]. 
Наиболее изучены пути деградации микроорга-
низмами алканов, как одних из самых доступ-
ных соединений [24, 25]. Углеводороды, имею-
щие в составе молекулы развлетвленную цепь 
атомов, менее доступны биохимическому окис-
лению из-за пространственных затруднений при 
взаимодействии “субстрат – фермент”. Цик
лоалканы поддаются биологическому разло-
жению труднее алканов. Это связано с наличи-
ем цикла, который окисляется сложнее, чем 
молекулы с линейной структурой [24]. Арома-
тические углеводороды наиболее токсичны для 
живых организмов. Устойчивость полицикличе-
ских ароматических углеводородов к биодегра-
дации увеличивается с ростом количества кон-
денсированных ароматических ядер в молекуле. 
Тем не менее они также способны подвергаться 
микробиологическому окислению. Алкилирован-
ные бензолы окисляются значительно интен-

сивнее, чем сам бензол. При этом алкилирован-
ные ароматические соединения в основном окис-
ляются за счет боковых алкильных цепей [24, 26]. 
Следовательно, микроорганизмы наиболее быстро 
и эффективно развиваются на н-парафинах. Од-
нако предельные углеводороды, особенно нор-
мальные алканы с короткой углеродной цепью, 
составляющие основную часть легких фракций 
нефти (С

5
–С

11
), оказывают токсическое воздей-

ствие на почвенные микробные сообщества [26, 27]. 
Большинством микроорганизмов н-алканы с чис-
лом атомов углерода менее 9 не ассимилируют-
ся, хотя и могут быть окислены. Токсичность их 
снижается в смеси с н-алканами с числом ато-
мов углерода выше 9 [26]. Летучесть этих сое-
динений способствует испарению, вследствие чего 
их содержание в нефти резко снижается в пер-
вые недели, месяцы после загрязнения (на 40–
50 %) [27]. Твердые высокомолекулярные пара-
фины также плохо поддаются микробиологиче-
скому окислению [19, 28]. Они менее токсичны, 
чем более низкомолекулярные структуры, одна-
ко могут надолго “запечатать” все поры почвен-
ного покрова, нарушив водно-воздушный режим 
почв, что приводит к полной деградации биоце-
ноза [27].

Кроме того, обнаружена и более узкая спе
цифичность субстрата: микроорганизмы могут 
расти на одном углеводороде и не развиваться 
на другом, близком к первому по строению, фи-
зическим и химическим свойствам [23]. В ре-
зультате существует большое количество путей 
биодеградации различных фракций нефти [26]. 

Конечными продуктами биологического окис-
ления нефтяных углеводородов являются вода 
и углекислый газ. Однако в почвах накапливают-
ся и промежуточные продукты: спирты, орга-
нические кислоты, эфиры и другие соединения. 
В итоге окислительная биодеградация нефтеза-
грязнения сопровождается конденсацией орга-
нического вещества. Вследствие этого при аэроб-
ном разрушении нефтей независимо от их типа 
повышается их плотность, увеличивается со-
держание смолисто-асфальтеновых компонен-
тов и уменьшается концентрация парафиновых 
углеводородов [23, 26]. 

Как видно, процессы биогенного окисления 
углеводородов очень сложны. На направление 
процесса биогенного окисления могут оказывать 
влияние многие факторы: температура, солнеч-
ное излучение, кислотность среды, окислительно-
восстановительные условия, оригинальный со-
став почвенной микрофлоры и степень ее адап-
тированности к данным условиям, тип почв и др. 
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Цель данной работы – изучение влияния дав-
ности нефтяного загрязнения мерзлотных почв 
на эффективность процессов биоремедиации.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Объекты и методы исследования

В качестве объекта исследований послужила 
территория бывшего нефтепровода Талакан–
Витим (юго-запад Якутии, Ленский район), на 
которой более 10 лет назад произошел аварий-
ный разлив нефти. После аварии нефтепровод 
был демонтирован, таким образом появилась 
возможность изучать процессы трансформации 
нефти в мерзлотных почвах в отсутствие новых 
разливов. На территории были выделены участ-
ки, с которых ежегодно отбирались почвенные 
пробы. На части из них проводились работы по 
биоремедиации. На других (контрольных) участ-
ках процессы трансформации нефтезагрязне-
ния шли только естественным путем. Посколь-
ку почвы в своем составе обычно содержат при-
родное органическое вещество, для объективной 
оценки уровня нефтезагрязнения и изучения 
процессов его трансформации было изучено 
углеводородное состояние почв, не подвергших-
ся нефтезагрязнению, характеризующее при-
родный геохимический фон. Для исследований 
по влиянию давности нефтезагрязнения на ре-
зультативность проводимых биоремедиацион-
ных мероприятий были выбраны два экспери-
ментальных участка. На одном из них (свежий 
разлив, участок ¹ 1) работы по очистке были 
проведены в тот же год после разлива, на дру-
гом (старый разлив, участок ¹ 2) – через 7 лет 
после аварии. В ландшафте исследуемой тер-
ритории оба участка занимают автономные по-
зиции. Почвы характеризуются холодным про-
филем и в течение 7–8 месяцев в году имеют 
отрицательную температуру. Почвенно-расти-
тельный слой на глубине 0–10 (15) см представ-
ляет суглинок оторфованный, увлажненный, тем-
но-серого (ближе к черному) цвета с корнями 
растительности.

В ходе эксперимента оба участка были об-
работаны биопрепаратом. В его состав входили 
накопительные культуры аборигенных УОМ, 
предварительно выделенные из почв данной 
территории [29]. Концентрация микробных кле-
ток в жидкой форме биопрепарата составляла 
не менее (1–9)•106 КОЕ/мл. Во всех случаях 
биопрепарат вносили в одинаковых количе-
ствах – 1.5 л на 1 м2 загрязненной территории. 

Пробы почв на участках отбирали с глубины 
0–10 см перед внесением биопрепарата и через 
год после очистки согласно методическим реко-
мендациям [30, 31]. Для сравнения также были 
отобраны пробы почв на соседних загрязненных 
(контрольных) участках, отдаленных от экспе-
риментальных на расстояние от 10 метров и бо-
лее для исключения диффузного распростране-
ния микроорганизмов. На этих участках вос-
становительные мероприятия не проводились. 
Пробы сушили, отделяли от корней растений, 
растирали и исследовали с использованием ком-
плекса геохимических методов анализа. Для 
определения уровня нефтезагрязнения исполь-
зовали метод холодной хлороформенной экс-
тракции. Выделенный хлороформенный экс-
тракт (ХЭ) далее использовали для изучения 
деградации нефтезагрязнения в процессах био-
ремедиации. 

Структурно-групповой состав ХЭ исследова-
ли методом ИК-Фурье спектрометрии на спек-
трометре Protege 460 FT-IR (Nicolet, США). 
Групповой компонентный состав ХЭ определя-
ли методом колоночной жидкостно-адсорбцион-
ной хроматографии [32]. Исследования методом 
хромато-масс-спектрометрии (ГХ-МС) угле-
водородных фракций ХЭ [33] выполняли на 
системе, включающей газовый хроматограф Agi
lent 6890 (Agilent Technologies, США) с интерфей-
сом и высокоэффективным масс-селективным 
детектором Agilent 5973N. Идентификацию 
индивидуальных углеводородов осуществляли 
компьютерным поиском в библиотеке NISТ-05 
Национального института стандартов и техно-
логии США. Более подробно методики описаны 
в работе [34].

Все аналитические исследования проводили 
в трех повторностях. Полученные результаты 
представлены в виде средней арифметической 
величины и ее стандартной ошибки (M±SEM). 
Сравнение средних значений выборок проводи-
ли методом однофакторного дисперсного анали-
за (ANOVA). Значимость отличий от контроля 
определяли, используя критерий Даннета для 
множественных сравнений при p < 0.05. Расчет 
проводился с помощью программы статистиче-
ского анализа StatPlus 2007 (AnalystSoft Inc.).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты экспериментов по биоремедиа-
ции нефтезагрязненных участков приведены 
в табл. 1. Как видно, уровень нефтезагрязнения 
до начала биоремедиации на обоих участках 
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характеризовался как очень высокий согласно 
классификации Гольдберга [35]: участок ¹ 1 – 
155.8 г/кг, участок ¹ 2 – 183.4 г/кг. Для срав-
нения выход ХЭ для проб почв с фоновых участ-
ков составлял 0.1–0.8 г/кг. Экспериментальные 
участки различались по времени, прошедшему 
после разлива нефти. Участок ¹ 1 характери-
зовал свежее загрязнение, а на участке ¹ 2 
прошло 7 лет после разлива нефти, что отрази
лось на составе выделенных из проб почв экс-
трактов. 

На рис. 1 представлены ИК-спектры выде-
ленных ХЭ. Согласно полученным данным, в хи-
мической структуре экстракта исходной пробы 
с участка ¹ 1 со свежим загрязнением преобла-
дают углеводородные соединения (см. рис. 1, а), 
на что указывают полосы поглощения (п. п.) 
метильных и метиленовых групп (1460, 1380, 
720 см–1), ароматических циклов (750, 810 и 
1600 см–1) при незначительном вкладе п. п. кар-
бонильных групп (1700 см–1). Таким образом, 
характер этого ИК-спектра близок к нефтяно-
му. На участке ¹ 2 за 7 лет после аварии успе-
ли пройти процессы естественной деградации 
нефтезагрязнения под влиянием собственной 
почвенной микрофлоры и физико-химических 
факторов среды. В отличие от участка ¹ 1 в 

спектре экстракта с участка ¹ 2 (см. рис. 1, в) 
присутствуют п. п. кислородсодержащих групп – 
гидроксильных (3300 см–1), эфирных (1170 см–1), 
и интенсивные п. п. карбонильных групп (1700 см–1). 
На рис. 2 представлены относительные коэф-
фициенты поглощения указанных кислородсо-
держащих групп (D′

i
), которые рассчитывали по 

формуле: 

D′
i
 = D

i
/D

1460

где D
i
 – оптические плотности п. п. кислородсо-

держащих групп; D
1460

 – оптические плотности 
п. п. метиленовых групп.

Видно, что в исходной пробе с участка ¹ 2 
с давним загрязнением произошли изменения, 
характерные для нефтезагрязнения, частично 
подвергшегося окислительной деградации. Об 
этом же свидетельствует и групповой состав 
ХЭ (см. табл. 1). Если содержание углеводород-
ной фракции в составе ХЭ почвенной пробы 
с участка ¹ 1 составляет 80.2 %, то на участке 
¹ 2 вследствие протекания процессов естествен-
ной окислительной деструкции на долю углево-
дородов приходится уже всего лишь 59.0 %. Од-
нако этот показатель далек от такового для чи-
стых почв, в составе ХЭ которых содержание 
углеводородов колеблется в пределах 7.5–18.6 %. 

ТАБЛИЦА 1 

Результаты экспериментов по биологической очистке нефтезагрязненных почв  
с разной давностью загрязнения (длительность очистки – 1 год)

Параметр Участок ¹ 1 Участок ¹ 2

Свежее загрязнение (в год аварии) Старое загрязнение  
(через 7 лет после аварии)

до очистки после очистки до очистки после очистки

Уровень нефтезагрязнения, г/кг 155.8±7.8 35.2±1.8 183.4±9.2 120.6±6.0 

Степень деструкции, % – 77.4±3.9 – 34.3±1.7

Групповой состав ХЭ, %:

Углеводороды 80.2±8.0 51.6±5.2 59.0±5.9 44.2±4.4

Смолы: 18.8±1.9 46.7±4.7 38.6±3.9 51.2±5.1

Бензольные 3.7±0.4 10.1±1.0 10.2±1.0 18.7±1.9

Спирто-бензольные 15.1±1.5 36.6±3.7 28.4±2.8 32.5±3.3

Асфальтены 1.0±0.1 1.7±0.2 2.4±0.2 4.8±0.5

Состав предельных углеводородов:

Максимум н-алканов н-С
15

, н-С
17

н-С
14

, н-С
15

н-С
25

–

∑н-алканов, % 44.7±6.7 35.0±5.3 32.6±4.9 –

∑12- и 13-метилалканов, % 16.1±2.4 8.8±1.3 2.9±0.3 –

∑изопреноидов, % 15.2±2.3 31.1±4.7 32.4±4.9 –

Изопреноиды/н-алканы 0.3±0.1 0.9±0.1 1.0±0.2 –

Pr/н-C
17

0.6±0.1 3.0±0.4 3.5±0.5 –

Ph/н-C
18

1.3±0.2 6.0±0. 9 6.2±0.9 –

∑(Pr + Ph)/∑(н-C
17

 + н-C
18

) 0.9±0.1 4.2±0.6 4.9±0.7 –

Примечания. 1. ХЭ – хлороформенный экстракт проб почв; Pr – пристан; Ph – фитан. 2. Прочерк – не обнаружены.
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Для понимания процессов деградации нефте
загрязнения большую информацию дает распре-
деление индивидуальных насыщенных углево-
дородов, представленное на рис. 3. Учитывая 
низкий выход ХЭ фоновых проб почв и невысо-
кую долю содержащихся в них углеводородов, 
можно полагать, что природное органическое ве-
щество не оказало существенного влияния на 
картину распределения углеводородов поллю-
тантов. По данным ГХ-МС анализа (см. табл. 1 и 

рис. 3, а), в исходном загрязнении участка ¹ 1 
в составе насыщенных углеводородов преобла-
дают относительно низкомолекулярные н-алка
ны с максимумом распределения на н-С

15,17
. 

В составе предельных углеводородов также 
присутствуют структуры ряда 12- и 13-метил
алканов. Такое распределение насыщенных 
углеводородов характерно для состава талакан-
ской нефти [36], которая и явилась источни-
ком загрязнения почв исследуемой территории. 

Рис. 1. ИК-спектры хлороформенных экстрактов, выделенных из проб почв, отобранных: на участке ¹ 1 – до 
биологической очистки (а) и через год после очистки (б); на участке ¹ 2 – до биологической очистки (в) и 
через год после очистки (г).

Рис. 2. Относительные коэффициенты поглощения кислородсодержащих групп (D′
i
) в 

ИК-спектрах хлороформенного экстракта, выделенного из проб почв с разных участ-
ков: D′

1170
 – эфирных групп и связей С–О–С; D′

1700
 и D′

1740
 – карбонильных групп С=О; 

D′
3300

 – гидроксильных групп ОН.
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А на участке ¹ 2 за 7 лет произошли измене-
ния, характерные для процессов естественной 
биодеградации (см. табл. 1 и рис. 3, в). В значи-
тельной мере уменьшилось содержание н-алка
нов и практически исчезли 12- и 13-метилалка-
ны. Индивидуальные насыщенные ациклические 
углеводороды в основном представлены изо-
преноидами (пристаном и фитаном), которые с 
трудом подвергаются процессам биодеградации. 
Масс-хроматограмма характеризуется наличием 
“горба”, который обусловлен содержанием в со-
ставе углеводородной фракции высокомолеку-
лярных неразделенных метано-нафтеновых и 
нафтено-ароматических структур, которые, ве-
роятно, являются продуктами трансформации 
более простых алкановых углеводородов [13]. 
Таким образом, старое загрязнение в отличие 
от свежего уже частично биодеградировало. 

Рассмотрим, какие изменения произошли в 
составе нефтезагрязнения в ходе проведения 
годичных восстановительных мероприятий. На 
участке ¹ 1 степень деструкции нефтезагряз-
нения составила 77.4 %, в то время как на участ-
ке ¹ 2 – только 34.3 % (см. табл. 1). Для сравне-
ния в те же годы на соседних участках без вне-
сения биопрепарата этот показатель составил 
лишь 21.1 и 13.7 % соответственно. Таким обра-
зом, на обоих участках под влиянием биопрепа-
рата протекали процессы биодеградации, толь-
ко с разной интенсивностью. Биодеградация в 
обоих случаях сопровождалась окислительной 
деструкцией нефтезагрязнения. Об этом свиде-
тельствуют изменения, произошедшие в струк-
турно-групповом составе ХЭ. Так, в ИК-спектре 
экстракта пробы с участка ¹ 1 через год после 
очистки (см. рис. 1, б и 2) вдвое увеличилась 
интенсивность п. п., соответствующих эфирным 
связям (D′

1170
); практически на порядок воз-

росла интенсивность п. п. карбонильных групп 
(D′

1700
); появилась п. п. при 3300 см–1, характер-

ная для гидроксильных групп, и обозначился 
дополнительный максимум для карбонильных 
групп при 1740 см–1, присутствующий обычно 
в ИК-спектрах экстрактов чистых почвенных 
проб. В пробе с участка ¹ 2 после очистки так-
же произошли изменения в структурно-груп-
повом составе ХЭ, только менее выраженные, 
чем на участке ¹ 1 (см. рис. 1, г и 2). В группо-
вом составе исходной пробы с участка ¹ 1 со-
держание углеводородных компонентов умень-
шилось на 36 %, а на участке ¹ 2 – только на 
25 %. По мере биодеградации нефтезагрязнения 
в составе ХЭ почв обоих участков возросла доля 
фракций смолисто-асфальтеновых веществ (см. 
табл. 1). Как видно из приведенных данных, 

групповой состав ХЭ исходного загрязнения 
почв участка ¹ 2 до биологической очистки 
только через 7 лет после разлива приблизился к 
составу загрязнения участка ¹ 1 после очистки 
с участием биопрепарата.

Интенсивность протекающих процессов био-
деградации часто оценивают по коэффициенту 
биодеградации (K

i
), равному отношению суммы 

изопреноидов пристана и фитана к сумме н-алка
нов С

17
 и С

18
: K

i
 = ∑(Pr + Ph)/∑(н-C

17
 + н-C

18
). 

После очистки на участке ¹ 1 в составе насы-
щенных углеводородов в 2.5 раза увеличилось 
соотношение изопреноиды/н-алканы, коэффи-
циент биодеградации K

i
 составил 4.2 (см. табл. 1). 

Уменьшилось содержание 12- и 13-метилалка-
нов. На масс-хроматограмме появился высокий 
“горб” (см. рис. 3, б), свидетельствующий об об-
разовании высокомолекулярных метано-нафте-
новых и нафтено-ароматических промежуточных 
продуктов трансформации углеводородов. Та-
ким образом, все изменения в составе загрязне-
ния на участке ¹ 1 свидетельствуют об актив-
ном протекании процессов биодеградации. 

Как было указано выше, старое загрязнение 
за 7 лет в значительной степени подверглось 
процессам деградации в естественных условиях, 
что подтверждает характер распределения ин-
дивидуальных ациклических алканов в масс-
хроматограммах пробы с участка ¹ 2 (см. 
рис. 3, в). После очистки в составе углеводо-
родной фракции уже не удалось идентифици-
ровать предельные углеводороды. Масс-хрома
тограмма этого образца также характеризуется 
присутствием высокого “нафтенового горба” (см. 
рис. 3, г). Однако процессы биодеградации на 
этом участке протекали не столь интенсивно, 
как на первом. Коэффициент деструкции неф
тезагрязнения оказался в 2.3 раза ниже в 
сравнении с участком ¹ 1, при этом уровень 
загрязнения все еще оставался очень высоким – 
120.6 г/кг (см. табл. 1).

Многие исследователи отмечают, что старое 
нефтезагрязнение с трудом поддается процес-
сам микробиологической очистки [36–38]. Пред-
полагается, что отсутствие легкодоступных для 
микроорганизмов парафиновых углеводородов 
не стимулирует накопление аборигенных УОМ. 
Однако, как видно из результатов эксперимента, 
и внесение биопрепарата не способно в полной 
мере активизировать процессы биодеградации. 
Механизмы биодеградации, направленность про-
цесса деструкции индивидуальных углеводоро-
дов и их смесей, обладающих различной степе-
нью устойчивости к окислению, зависят глав-
ным образом от физиологических особенностей 
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каждого рода микроорганизмов, их фермента-
тивной активности [16, 23]. Тем не менее, вероят-
но, существуют некие общие закономерности, 
связанные с механизмом микробиологического 
окисления углеводородов. В основе современ-
ных представлений о механизме микробиологи-
ческого окисления углеводородов лежат пере-
кисная теория Баха–Энглера и концепция о 
цепном характере окислительных процессов, 
разработанная Н. Н. Семеновым [26, 39]. Соглас-
но перекисной теории Баха–Энглера, первичная 
реакция кислорода с легкоокисляемыми орга-
ническими соединениями приводит к накопле-
нию пероксидов, которые играют роль активно-
го кислорода и способны окислять уже более 
устойчивые химические молекулы [26, 39]. Та-
ким образом, существует фаза инициирования 
окислительных реакций, роль которой выпол-
няет первичная реакция кислорода с легкоокис-
ляемыми соединениями по схеме, представлен-
ной на рис. 4. 

Большое число исследований посвящено изу
чению механизмов инициирования окислитель-
ных процессов, которые сложны и многообраз-
ны [23, 39]. Значительно меньше известно о 
дальнейших стадиях окисления, конечными про-
дуктами которых являются вода и углекислый 
газ. В природе процесс микробиологического 
окисления часто заканчивается образованием 
промежуточных продуктов [23]. Важно отме-
тить тот факт, что начальная стадия микробио-
логического окисления нефтезагрязнения проте-
кает по цепному свободно-радикальному меха-
низму с автоускорением и для ее инициирования 
необходимы легкоокисляемые субстраты, ко-
торыми, по-видимому, и являются алкановые 
углеводороды. Как видно из рис. 3, а, в, за 7 лет 
после аварии в естественных условиях без про-
ведения очистительных мероприятий в первую 
очередь деградировали н-алканы (от н-С

12
 до 

н-С
24

), а также 12,13-метилалканы. По-видимо
му, эти углеводороды и служат для микроорга-

низмов наиболее легкоокисляемыми субстрата-
ми. В составе углеводородной фракции остались 
практически одни изопреноиды. Как уже упо-
миналось выше, есть предположение, что раз-
ветвленные молекулы, к которым относятся изо
преноиды, труднодоступны биохимическому окис-
лению из-за конформационных затруднений [24]. 
Следует отметить, что микроорганизмы обла-
дают свойством избирательного отношения к 
различным углеводородам, различающимся не 
только по структуре, но и даже по количеству 
атомов, входящих в эти структуры [23]. Так, 
максимум содержания н-алканов, приходящий-
ся на н-С

15
 в первый год после аварии, сместил-

ся на н-С
25

 через 7 лет (см. рис. 3, а, в). По-
видимому, н-алканы с длиной цепи С

25
 и выше 

труднее поддаются процессам микробиологиче-
ского окисления. Вследствие этого они входят в 
состав углеводородных фракций нативного ор-
ганического вещества почв и донных осадков. 
Это объясняет и тот факт, что загрязнения почв 
смазочными маслами, характеризующимися вы-
сокомолекулярным составом, трудно поддаются 
микробиологической очистке.

Известно, что микробиологическое окисление 
нефти в почвах сопровождается ароматизацией 
углеводородов [28]. Об этом свидетельствует 
и характер масс-хроматограмм углеводородов, 
подвергшихся биодеградации (см. рис. 3, б–г), – 
появление “нафтенового горба”, обусловленного 
неразделенными высокомолекулярными струк-
турами метано-нафтенового и нафтено-аро-
матического характера. Можно предположить, 
что эти накопившиеся за 7 лет промежуточные 
продукты частичного окисления нефтезагрязне-
ния являются ингибиторами цепных процессов 
за счет образования долгоживущих радикалов. 
Высокомолекулярные полициклические соеди-
нения способны к делокализации неспаренного 
электрона. При этом для сложных структур 
возможно стерическое экранирование радикаль-
ного центра объемистыми заместителями, пре-

Рис. 4. Схема микробиологического окисления при участии углеводородокисляющих микроорганизмов.
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пятствующими реакциям радикалов между со-
бой, с кислородом воздуха или другими суб-
стратами [40]. Вероятно, вследствие этого они и 
накапливаются в почвах, постепенно переходя 
в смолисто-асфальтеновые компоненты. Новооб-
разование смол в процессах окислительной био-
деградации нефти и нефтепродуктов отмечено 
многими исследователями [19, 27]. Это ведет к 
гидрофобизации почв и нарушению их водно-
воздушного режима, что также тормозит про-
цесс окисления. 

Таким образом, в естественных условиях 
(в описываемом эксперименте – за 7 лет после 
аварии) постепенно деградировали практически 
все легкоокисляемые углеводороды. В отсутствии 
этих соединений реакции окисления иниции-
руются значительно труднее, и интродукция 
биопрепарата в нефтезагрязненную почву на 
участке ¹ 2 уже не дала столь значимого эф-
фекта. Следовательно, восстановление нефтеза-
грязненных почв способом биоремедиации наи-
более эффективно в случае свежих разливов 
нефти, пока в составе нефтепродуктов еще 
присутствуют легкоокисляемые микроорганиз-
мами углеводороды, первыми вступающими в 
реакции биоокисления, и не накопились ингиби-
торы этого процесса, а новообразование смол не 
привело к высокой гидрофобизации почв.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведены эксперименты в естественных ус-
ловиях на территории бывшего нефтепровода 
Талакан–Витим (юго-запад Якутии) по изуче-
нию влияния давности загрязнения на эффек-
тивность процессов биоремедиации нефтезагряз-
нения в мерзлотных почвах. В эксперименталь-
ные участки вносился биопрепарат на основе 
накопительных культур аборигенных УОМ, 
предварительно выделенных из почв данной 
территории. Результаты исследований пока-
зали, что степень деструкции свежего загряз-
нения составила 77.4 %, в то время как через 
7 лет после аварии – только 34.3 % от уровня 
загрязнения, который к тому времени оста-
вался в почве. В отсутствие восстановительных 
мероприятий эти значения оказались намного 
ниже – 21.1 и 13.7 % соответственно. Сниже-
ние эффективности процессов биоремедиации с 
давностью нефтезагрязнения впервые объяснено 
с позиций цепного свободно-радикального меха-
низма микробиологического окисления углеводо-
родов. Инициаторами процесса окисления яв-
ляются активные формы кислорода, образующие 

пероксиды с легкоокисляемыми углеводородны-
ми субстратами, которые в свою очередь вовле-
кают в процесс окисления трудноокисляемые 
субстраты. Как показали 7-летние наблюдения, 
такими легкоокисляемыми субстратами служат 
н-алканы (от н-С

12
 до н-С

24
), а также 12,13-ме-

тилалканы. В случае давних загрязнений лег-
коокисляемые субстраты к моменту очистки 
практически полностью деградировали, и в даль-
нейшем интродукция УОМ уже не позволила 
достигнуть высокой эффективности в процес-
сах биоремедиации. Кроме того, накопившиеся 
в ходе деградации высокомолекулярные нафтено-
ароматические структуры вследствие устойчи-
вости их радикалов могли служить ингибиторами 
цепных процессов окисления. Отмеченное ново-
образование смолисто-асфальтеновых компонен-
тов ведет к гидрофобизации почв и нарушению 
водно-воздушного режима почв, что также могло 
тормозить процессы окисления углеводородов. 
Таким образом, биологические способы очистки 
(например, биоремедиация) наиболее эффектив-
ны в случае свежих загрязнений. Восстанови-
тельные мероприятия с использованием этих ме-
тодов необходимо начинать как можно быстрее 
после аварийных разливов нефти и нефтепро-
дуктов.
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