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Биотехнологический метод очистки загрязненных нефтью и нефтепродуктами почв основан на способности микроорганизмов превращать нефть в простые соединения, накапливать органическое вещество и включать его в круговорот углерода. Преимуществами биоочистки являются экологическая безопасность, возможность деградации загрязняющих веществ до безвредных промежуточных продуктов при полностью сохраняющейся структуре почвы и без дополнительного загрязнения окружающей среды. Биоразложение осуществляется в основном аэробной микрофлорой, использующей для своего развития энергию окисления составных компонентов нефти. Решающее значение в процессе имеют микроорганизмы, осуществляющие внутриклеточное окисление углеводородов. Следовательно, для ускорения биодеградации нефти необходимо создать оптимальные условия углеводородокисляющей микрофлоре, как аборигенной, так и в специально вносимой культуре. Биопрепараты целесообразно применять после завершения физико-химического этапа деградации нефти, обусловленного действием природных факторов. Использование данной технологии ограничивается длительностью процесса и зависимостью от природно-климатических факторов [1-2].

В последние годы появляется много публикаций, констатирующих успехи биоремедиации нефтезагрязненных почв, но неосвещенным остается вопрос о влиянии физико-химических свойств углеводородов нефти на деятельность микроорганизмов. Между тем, возможности их ферментного аппарата определяются и свойствами субстратов, и физико-химическими условиями среды. Как известно, нефть различных месторождений отличается по своим физико-химическим характеристикам. Следовательно, для каждого вида нефти необходимо подбирать специфичные штаммы микроорганизмов. Нами изучен Амбарная нефть месторождения Озен, которая является отходом добычи нефти и тоже характеризуется высоким содержанием асфальтено-смолистых компонентов  и отсутствием легких фракций. Это объясняется тем, что под открытым небом она подвергается влиянию воздуха, теплового и солнечного облучения и других климатических факторов. В результате происходит выветривание легких фракций, уплотнение нефти и образование высокомолекулярных компонентов. 
После изучения динамики роста нескольких микроорганизмов на амбарной нефти месторождения Озен был выбран наиболее активный штамм Pseudomonas mendocina H-3 (рисунок 1) и изучено его влияние на нефтезагрязненные почвы.
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Рисунок 1. Бактериальные клетки рода Pseudomonas [3]

Отобраны три образца почв месторождения Озен с различным содержанием органической части. В образце № 1 содержание органической части составляет 13,0 мас. %, в образце № 2 - 20,0 мас. % и в образце № 3 – 23,0 мас. %. В нефтезагрязненные почвы массой 30 г добавлялась синтетическая среда Е-8, содержащая культуры клеток Pseudomonas mendocina H-3, в количестве 5, 10 и 15 мл и определялось изменение содержания органической части в почве под воздействием штамма в течение от 15 до 80 суток.

Извлечение органической части из почвы осуществляли экстракционным методом. На рисунке 2 показана схема лабораторной аппаратуры извлечения органической части из нефтезагрязненных почв методом экстракции.
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1 – растворитель-бензол, 2 – круглодонная колба, 3 – экстракционная насадка, 4 – цилиндрический патрон, 5 – нефтезагрязненная почвенная проба, 6 – верхняя часть сифона, 7 – нижняя часть сифона, 8 – экстракционный адаптер, 9 – обратный водяной холодильник, 10 – вход холодной воды, 11 – выход холодной воды. 

Рисунок 2. Схема лабораторной аппаратуры для извлечения количество нефтей из почв методом Сокслет-экстракции

Зависимости содержания органической части в почвах от времени воздействия клеток Pseudomonas mendocina H-3 показаны на рисунках 3-5. Как видно из рисунков, при добавке среды объемом 5 мл во всех образцах почв содержание органической части уменьшается медленно, но с увеличением количества клеток содержание органической части значительно снижается.

На рисунке 3 приведены результаты обработки почвы, загрязненной нефтью в количестве 13 мас. %. При внесении 5 мл суспензии количество органической части в почве постепенно понижается и через 60 суток её количество составляет 9,5 мас. %, затем резко уменьшается до 5,5 мас. %. При объеме среды 10 и 15 мл количество органической части понижается равномерно и через 80 суток достигают 3,5-5 мас. %. В целом, в почве с 13 %-ным загрязнением под действием биоокислительных процессов за 80 суток степень биодеградации составила 73 %.
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Объем среды: 1 – 5 мл, 2 – 10 мл, 3 – 15 мл.
Рисунок 3. Результаты биоремедиации почвы, загрязненной 13 мас. % нефтью, клетками Pseudomonas mendocina H-3
При внесении микробной среды в почву, загрязнение которой составляет 20 %, количество органической части снижается постепенно, но, как и в первом образце почвы, количество внесенной микробной суспензии оказывает заметное влияние на окислительные процессы (рисунок 4). Благодаря биодеградации нефти во втором образце почвы после 80 суток количество органической части снизилось с 20 до 4,2 мас. %, т.е. степень очистки почвы составила 79 %, что указывает на глубокие процессы окисления углеводородов нефти.
На рисунке 5 показано изменение массовой доли органической части в почве, при исходном её содержании 23 %, после ее биодеструкции разным количеством среды с клетками Pseudomonas mendocina H-3. Внесение малых объемов микробной суспензии снижает содержание органической части за 80 суток лишь до 16-20 мас. %., тогда как при внесении 15 мл микробной суспензии употребление углеводородов значительно повышается. Содержание органической части в почве в течение 80 суток снизилось от 23 до 4,5 мас. %, степень деструкции загрязнения в почве составляет 80 %.
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Объем среды: 1 – 5 мл, 2 – 10 мл, 3 – 15 мл.

Рисунок 4. Результаты биоремедиации почвы, загрязненной 20 мас. % нефтью, клетками Pseudomonas mendocina H-3 
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Объем среды: 1 – 5 мл, 2 – 10 мл, 3 – 15 мл.

Рисунок 5. Результаты биоремедиации почвы, загрязненной 23 мас. % нефтью, клетками Pseudomonas mendocina H-3 

Таким образом, во всех образцах почв при увеличении объема микробной среды до 15 мл наблюдается уменьшение содержания органической части до 3,5-4,5 мас. %. 

Полученные результаты свидетельствуют о том, что использованные нами штаммы микроорганизмов активно потребляют углеводороды нефти в качестве источника углерода, что свидетельствует об их перспективности для очистки окружающей среды от нефти и нефтепродуктов, т.е. в процессах биоремедиации.
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Құрамындағы мұнай мөлшері әртүрлі 3 түрлі топыраққа Pseudomonas mendonica H-3 әсері зерттеліп, 80 тәуліктен кейін топырақ құрамындағы мұнайдың 73-80 % азаятыны анықталды. Бұл осы штаммды мұнаймен ластанған топырақтарды тазалауға ұсынуға болады деуге негіз береді.

Изучено влияние микроорганизмов Pseudomonas mendonica H-3 на 3 типа почв с различным содержанием нефти и установлено, что после 80 суток содержание нефти в почвах снижается на 73-80 мас. %. Это позволяет использовать преложенный штамм для очистки загрязненных нефтью почв.

Was studied the influence of microorganisms Pseudomonas mendonica H-3 on 3 soil types with different oil contamination and determined that in 80 days the oil contamination in soil decreases on 73-80 mass %. That allows to use that bacterial culture to purificate oil-polluted soils.
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