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АННОТАЦИЯ

Проведена оценка изменения численности анаэробных микроорганизмов (денитрифицирующие,  суль-
фат- и железоредуцирующие) по  числу КОЕ в грунтах и грунтовых водах,  загрязненных нефтепродук-
тами,  при проведении биоремедиационных мероприятий. Выявлено,  что  в исследуемой геологической 
среде численность психрофильных анаэробных микроорганизмов на порядок выше,  чем соответствующих 
эколого-трофических мезофильных групп. Чувствительность психрофильных микроорганизмов к внесе-
нию соединений,  содержащих азот,  фосфор  и калий,  существенно  выше. При внесении минеральных 
элементов питания в зону загрязнения численность психрофильных микроорганизмов изменялась зна-
чительнее как в положительную,  так и в отрицательную сторону. При обработке грунтов зоны аэрации 
численность анаэробных микроорганизмов снизилась,  а аэробных углеводородокисляющих и аммони-
фицирующих микроорганизмов увеличилась на один порядок и составила 106 КОЕ/г и 106–107 КОЕ/г 
соответственно. При внесении удобрений в грунтовые воды численность анаэробных микроорганизмов 
увеличивалась на 1–4 порядка,  численность денитрифицирующих достигала 105 КОЕ/мл,  сульфатреду-
цирующих –   103–104 КОЕ/мл,  железоредуцирующих –  102–103 КОЕ/мл. Обнаружено,  что  в грунтовых 
водах одновременно  с увеличением численности изменялись химические показатели,  свидетельствующие 
об интенсификации разложения нефтепродуктов. В частности,  наблюдали увеличение концентрации ионов 
аммония и нитрата,  обусловленное разложением нефтепродуктов,  нитрификацией и денитрификацией,  
а также изменение концентрации ионов гидрокарбоната и сульфата,  обусловленное сульфатредукцией.

Ключевые слова: биоремедиация,  грунтовые воды,  нефтепродукты,  психрофильные микроорганизмы,  
денитрифицирующие,  сульфатредуцирующие,  железоредуцирующие.

ственной деятельности человека,  начиная 
с добычи нефти и заканчивая транспорти-

Загрязнение геологической среды углево-
дородами происходит на всех этапах хозяй-
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ровкой и хранением нефтепродуктов [Delin et 
al.,  1998;  Хаустов и Редина,  2012]. Для восста-
новления природных объектов,  загрязненных 
углеводородами,  наиболее экологичными и эко-
номичными признаны методы биоремедиации 
[Fjordbøge,  2011]. В случае восстановления за-
грязненной геологической среды эти методы 
приобретают особую важность,  поскольку уда-
лить нефтепродукты из грунтов и грунтовых 
вод,  используя только  механические и физи-
ко-химические методы,  невозможно.

В основе биоремедиации лежит стимули-
рование роста аборигенных и интродуцируе-
мых в зону загрязнения в виде биопрепаратов 
микроорганизмов,  являющихся деструктора-
ми углеводородов. На участках с длительным 
сроком углеводородного  загрязнения абори-
генная микрофлора,  как правило,  представ-
лена разнообразием деструкторов,  способных 
к биодеградации широкого  спектра загрязня-
ющих веществ [Жуков и др.,  2006;  Брянская 
и др.,  2014;  Филатов и др.,  2019]. Скорость 
биодеградации зависит от компонентного  со-
става и концентрации загрязнителя,  а также 
условий среды [Mohajeri et al.,  2017]. Сырая 
нефть окисляется быстрее,  чем ее тяжелые 
фракции (нефтепродукты). Высокие концен-
трации загрязнителя,  особенно  если они со-
держат токсичные компоненты,  ингибируют 
рост микрофлоры.

Для стимуляции микроорганизмов-де-
структоров в загрязненные зоны вносят мине-
ральные элементы питания,  главным образом 
источники N-,  P- и K-элементов,  недоста-
ток которых тормозит процессы восстановле-
ния нарушенной среды [Sarkar et al.,  2016]. 
Концентрация вносимых биогенных элементов 
должна быть сбалансированной с концентра-
цией органического  загрязнителя. На прак-
тике выполнить это  условие проблематично. 
Так,  оптимальным соотношением C : N : P для 
биоремедиации почвы,  загрязненной нефтью,  
ряд авторов считают 100 : 10 : 1 [Hazen,  2010;  
Woliska,  Borkowski,  2012]. В других исследо-
ваниях задаваемая доля N-,  P-соединений 
значительно  выше [Фахрутдинов и др.,  2003;  
El-Gendy,  Farah,  2011]. В аэробных услови-
ях на окисление 1 г нефти микроорганизма-
ми требуется 40–80 мг азота и 4–8 мг фосфо-
ра [Фахрутдинов и др.,  2003]. В то  же время 
в работе [Терещенко,  2007] показано,  что  
максимальным величинам численности микро-

организмов в нефтезагрязненной почве соот-
ветствовали более низкие стартовые дозы удо-
брений (150 кг/га). Для подземных экосистем 
и анаэробных процессов биодеградации за-
грязнений оценки потребностей в биогенных 
элементах исследованы слабо. В связи с чем 
подбор  доз минеральных элементов и оцен-
ка эффективности биостимуляции для данных 
экосистем актуальны.

Биодеградация нефтепродуктов в геологи-
ческой среде также ограничена низкой темпе-
ратурой (+4 … +7 °C) и окислительно-восста-
новительным потенциалом среды. Например,  
за 13 лет деструкция сырой нефти в грунто-
вых водах составила 46 %  [Delin et al.,  1998]. 
Если самоочищение имеет экспоненциальный 
характер,  тогда удаление 80–90 %  загрязне-
ния произойдет за 34 и 49 лет соответствен-
но. В условиях низких температур  возраста-
ет вклад в восстановление нарушенной среды 
психрофильных эколого-трофических групп 
микроорганизмов,  которые активны в разных 
диапазонах окислительно-восстановительного  
потенциала.

Цель настоящего  исследования –  оценка 
численности по  числу КОЕ психрофильных 
и мезофильных анаэробных микроорганизмов 
(денитрифицирующих,  сульфатредуцирую-
щих,  железоредуцирующих) и возможности 
стимуляции их роста для восстановления гео- 
логической среды,  загрязненной нефтепро-
дуктами.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Исследовали геологическую среду (грунты 
зон аэрации и насыщения,  грунтовые воды) 
в районе хранилища нефтепродуктов на тер-
ритории Абаканской ТЭЦ (Хакасия) (рис. 1). 
Грунты сложены из гравийно-галечных,  су-
песчаных пород,  на поверхности которых 
имеется техногенный слой (0,5 м). Грунтовые 
воды относятся к сульфатно-гидрокарбонатно-
му типу,  их уровень изменяется в пределах 
4–7 м,  температура –   +4 … +8 °С. Грунты за-
грязнены смесью мазута,  дизельного  топли-
ва,  технологических масел. На начало  иссле-
дования (2002 г.) на поверхности грунтовых 
вод наблюдалась линза нефтепродуктов мощ-
ностью 0,2–0,5 м. Биостимуляция включала 
внесение минеральных солей в виде удобре-
ний в грунты зоны аэрации (на поверхность 
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грунта) и грунтовые воды (в наблюдательные 
скважины) (табл. 1). При этом доза внесения 
азотного  (аммонийного  и нитратного) и фос-
форного  питания во  времени снижалась. В об-
ласти с высоким уровнем загрязнения (вы-
делено  штриховкой на рис. 1) пробурены 
скважины 159,  160,  238,  239 и 589;  скв. 237 
находится на границе загрязненного  участка,  
а скв. 588 –  за его  пределами. Общее направ-
ление движения подземной воды –  с запада 
на восток. Скважина 237 находится западнее 
(на расстоянии 60 м) относительно  скв. 159,  
а скважины 160,  239,  589 –  восточнее. На по-
верхность грунта вокруг скв. 159 в радиусе 
5–6 м вносили раствор  минеральных удобре-
ний. Предполагалось,  что  минеральные эле-
менты будут поступать в грунты зоны аэра-

ции с поливной водой и осадками. Площадь 
обработанной территории составила около  
100 м2. Образцы грунтовой воды для анализа 
отбирали из наблюдательных скважин,  а об-
разцы грунта –  из инженерно-геологичес- 
ких скважин,  которые были пробурены юж-
нее скв. 159.

Для учета численности (по  числу КОЕ) 
анаэробных микроорганизмов использова-
ли метод предельных разведений с мате-
матической обработкой данных по  таблице 
Мак –  Креди [Практикум по  микробиологии,  
2005]. Учет численности и выделение психро-
фильных микроорганизмов проводили при 
температуре +5 … +10 °C,  мезофильных – при  
+30 … +35 °C. Среда для выделения денитри-
фицирующих бактерий [Трусей и др.,  2009]: 

Рис. 1. Геологический разрез территории мазутного  хозяйства ТЭЦ,  загрязненной нефтепродуктами 
на начало  исследования (2002 г.)

Т а б л и ц а  1
Схема внесения минеральных удобрений в геологическую среду, загрязненную нефтепродуктами

Период внесения 
удобрения

Способ внесения Удобрение,  кг
№ наблюдательной скважины

159 237 238 239

Июнь –   август 
2005 г.

На поверхность грунта Аммофос
Сульфат аммония

4,0
4,0

– – –

В наблюдательные скважины Нитроаммофос
Сульфат аммония
Магний сернокислый

15,5
11,0
0,9

3,0
2,0
–

0,12
–
–

0,12
–
–

Сентябрь 2005 г. В наблюдательные скважины Нитроаммофос
Сульфат аммония
Магний сернокислый

6,0
4,5
0,9

– – –

Август –   сентябрь 
2006 г.

На поверхность грунта Нитроаммофос
Аммофос

2,5
1,0

– – –

В наблюдательные скважины Нитроаммофос
Аммофос

3,75
1,5

– 3,75
1,5

–
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пептонный агар  (1,35 %),  KNO3 (0,5 %) и ин-
дикатор  (бромтимолблау). Для учета железо-
редуцирующих бактерий использовали среду: 
NaHCO3 (0,25 %),  KСl (0,01 %),  NH4Cl (0,15 %),  
NaH2PO4∙H2O (0,06 %),  CaCl2·H2O (0,01 %),  
цитрат Fe3+ (0,5 %). Для учета сульфатре-
дукторов –   среду Баарса (г/л): NH4Cl –   1,0;  
KH2PO4 – 0,5;  CaSO4∙2H2O –  1,0;  MgSO4∙7H2O;  
(NH4) Fe(SO4)2∙6H2O –   0,5;  лактат Na (70 %) –   
3,5;  вода водопроводная.

Химический анализ грунтовой воды прово-
дили по  стандартным методикам на фотоме-
тре КФК-З. Содержание нефтепродуктов опре-
деляли флуориметрически (Флуорат-02-2М). 
Для анализа изменений данных гидрохими-
ческого  состава грунтовых вод использовали 
нейронную сеть,  реализованную в виде па-
кета расширения Microsoft Excel [Lankin et 
al.,  2006]. Сеть обучалась на основе алгоритма 
двойственного  функционирования для выяв-
ления динамики изменения содержания в воде 
ионов сульфата и гидрокарбоната,  которые 
характерны для процесса сульфатредукции.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В исследуемых грунтах были обнаружены 
мезофильные и психрофильные денитрифика-
торы,  железо- и сульфатредуцирующие бак-
терии. Распределение численности бактерий 
в грунте по  исследуемым горизонтам зоны  
аэрации приведено  в табл. 2. До  внесения ми-
неральных элементов питания численность 
психрофильных бактерий анаэробной группы 
зависела от глубины отбора проб. Зона роста 
мезофильных денитрификаторов приурочена 
к горизонтам 2 (1,0–1,2 м) и 3 (1,9–2,3  м),  же-
лезоредуцирующих –   3 (1,9–2,3 м) и 4 (2,9–
3,2 м),  а сульфатредуцирующих –   5 (3,9–  
4,2 м) и 6 (4,9–5,1 м). Зоны роста психрофиль-
ных анаэробных групп бактерий смещены 
по  глубине и приурочены к горизонтам 3–4,  
3–5 и 6 соответственно. Такое распределение 
зон активного  роста этих эколого-трофиче-
ских групп соответствует зависимости процес-
сов денитрификации,  восстановления железа 
и сульфатредукции от окислительно-восста-

Т а б л и ц а  2
Число КОЕ анаэробных микроорганизмов в грунтах, загрязненных нефтепродуктами,  

при внесении биогенных элементов

Температурная 
группа

Эколого- 
трофическая  

группа

Численность,  103 КОЕ/г

0,05–0,2 1,0–1,2 1,9–2,3 2,9–3,2 3,9–4,2 4,9–5,1

Глубина горизонта,  м

1 2 3 4 5 6

До  обработки

Мезофильные Денитрификаторы 16,20 48,00 47,30 41,00 25,50 15,70

Железоредукторы 0,43 0,37 2,10 2,56 0,26 0,26

Сульфатредукторы 0,04 0,04 0,47 0,97 4,08 7,84

Психрофильные Денитрификаторы 10,30 2,13 99,80 97,40 45,90 3,66

Железоредукторы 0,04 0,16 0,99 0,97 0,97 0,31

Сульфатредукторы н.о. 0,04 0,47 0,21 0,31 4,70

После обработки

Мезофильные Денитрификаторы 1,04 – 0,26 0,30 0,46 11,50

Железоредукторы 1,64 – 0,10 0,09 0,07 н.о.

Сульфатредукторы 0,08 – 0,03 0,04 0,09 0,09

Психрофильные Денитрификаторы 1,04 – 0,26 н.о. н.о. 0,16

Железоредукторы + – + + + +

Сульфатредукторы 0,10 – 0,21 0,06 0,11 0,42

П р и м е ч а н и е.  н. о. –   не обнаружено;  + –   наличие роста,  прочерк –   не определяли.
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новительного  потенциала среды [Franzmann 
et al.,  2002;  Паничева и др.,  2012].

При внесении раствора удобрений на по-
верхность загрязненного  участка числен-
ность (по  числу КОЕ) анаэробных бактерий 
в грунтах зоны аэрации снизилась на 1–2 по-
рядка. Более значительное снижение числен-
ности зафиксировано  среди психрофильных 
форм,  численность денитрификаторов снизи-
лась до  10–102 КОЕ/г,  в некоторых образцах 
их вообще не обнаружили,  так же как и же-
лезоредуцирующих. Численность сульфатре-
дуцирующих бактерий немного  снизилась,  
но  порядок не изменился (102 КОЕ/г,  p ≥ 0,05). 
В отличие от анаэробных микроорганизмов,  
численность аэробных –  аммонифицирующих 
и углеводородокисляющих –  после обработки 
в грунтах зоны аэрации увеличилась на по-
рядок (p < 0,05). Численность психрофильных 
аммонификаторов достигла 106–107 КОЕ/г,  
а мезофильных и психрофильных углеводо- 
родокисляющих микроорганизмов –  106 КОЕ/г.

В грунтовых водах при внесении минераль-
ных солей наблюдали увеличение численности 
практически всех исследуемых групп микро-
организмов. Титр  КОЕ аэробных углеводород- 
окисляющих микроорганизмов вырос на 1–2 

порядка (до  107 КОЕ/мл),  аммонифицирую-
щих –   на 2–3 порядка (до  108 КОЕ/мл) [Тру-
сей и др.,  2017]. Обращает на себя внимание 
отсутствие мезофильных денитрификаторов,  
в то  время как психрофильные обнаружены 
во  всех образцах воды (табл. 3). При внесе-
нии минеральных элементов их численность 
увеличилась на 1–4 порядка и достигла 105 
КОЕ/мл. Увеличение численности денитри-
фикаторов на 1–2 порядка также отмечали 
в образцах воды из скважин,  в которые удоб- 
рения не вносили (напр.,  скв. 589,  см. табл. 3). 
Численность сульфатредуцирующих бактерий 
варьировала в пределах 10–103 КОЕ/мл. После 
обработки в отдельных скважинах она увели-
чилась на 1–2 порядка. Относительно  низкая 
численность железоредуцирующих бактерий 
в грунтовых водах (102–103 КОЕ/мл) не из-
менилась после внесения удобрений (p ≥ 0,05) 
(данные не приведены).

Одновременно  с увеличением численно-
сти микроорганизмов наблюдали противофаз-
ное изменение содержания аммония и нитрата 
в грунтовых водах [Трусей и др.,  2017]. Осо-
бенно  четко  это  было  выражено  на границе 
загрязненной области –  в скв. 237. Через 5 ме-
сяцев после внесения биогенных элементов 

Т а б л и ц а  3
Число КОЕ денитрифицирующих и сульфатредуцирующих бактерий в грунтовой воде

Температурная 
группа

Номер   
скважины

2005  
июнь

2005  
октябрь

2006  
май

2006  
октябрь

2007 
март

2010  
август

Денитрифицирующие,  КОЕ∙103

Мезофильные 159 н.о* 45,00 0,07 95,00 – 0,09

237 н.о. 200,00 0,15 1,50 0,11 н.о.

589 н.о. – 0,06 0,14 0,07 0,06

588* н.о. н.о. н.о. н.о. – н.о.

Психрофильные 159 0,01 3,05 350,00 40,00 – 0,09

237 0,20 2,50 0,07 2,50 н.о. –

589 0,09 – 0,45 0,95 н.о. 0,09

588* – – – – н.о. –

Сульфатредуцирующие,  КОЕ∙102

Мезофильные 159 15,00 15,00 0,30 4,50 – –

237 1,10 1,10 0,30 0,40 0,60 1,15

238 0,70 – 1,10 3,00 0,60 0,75

239 11,50 – – – 7,00 2,00

589 1,10 – 0,30 0,90 0,90 1,60

П р и м е ч а н и е.  н. о. –   не обнаружено,  прочерк –   не определяли,  * –   скважина за пределами загрязнен-
ного  участка.
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здесь зарегистрировано  пиковое содержание 
нитритов –  55,4 мг/дм3 (табл. 4). Максимальные 
значения содержания нитрата (23,42 мг/дм3) 
наблюдали через 6 недель. В очаге загрязне-
ния (область скв. 159) концентрация аммония 
в грунтовой воде увеличилась до  53,4 мг/дм3 
и сохранялась в течение года. На периферии 
загрязненной области концентрация аммония 
колебалась в пределах 0,15–5,03 мг/дм3. Па-
раллельно  с этим происходило  увеличение 
перманганатной окисляемости грунтовых вод 
с 0,11–6,00 до  1,60–11,68 мг О2/дм3.

Содержание сульфата в загрязненных грун-
товых водах изменялось от 355,2 до  41,2 мг/дм3 
(табл. 5). В скважинах 239 и 160 концентра-
ция сульфата в отдельные периоды снижалась 
до  значений ниже порога обнаружения. Вы- 
явили,  что  концентрация сульфата в скв. 239 
изменялась в противофазе с гидрокарбонатом. 
Это  возможно  при активной сульфатредук-
ции в этой области (рис. 2).

Изменение содержания сульфата и гидро-
карбоната в грунтовой воде проанализировали 
с помощью нейросети. Часть данных по  кон-
центрации ионов гидрокарбоната и сульфа-
та в грунтовой воде из скв. 239 (2004–2007 гг.) 
использовали для обучения нейросети рас-
познаванию процесса сульфатредукции. Вто-

Т а б л и ц а  4
Содержание аммония, нитрита и нитрата в грунтовых водах мазутного хозяйства ТЭЦ

Номер  
скважины

Формы 
азота

Дата отбора проб

29.04. 
2004

10.09. 
2004

29.04. 
2005

7.06. 
2005

26.09. 
2005

09.03. 
2006

21.04. 
2006

31.10. 
2006

29.03. 
2007

22.09. 
2007

Концентрация,  мг∙дм–3

237 Аммоний 0,07 н.о. – 10,00 н.о 5,03 0,55 0,21 0,08 0,15

Нитрит н.о. 0,01 – – н.о 55,43 10,95 н.о. 0,21 н.о.

Нитрат 1,0 0,52 – 11,00 н.о 6,90 23,42 9,71 1,11 2,22

159 Аммоний 5,14 2,04 2,55 5,00 0,45 53,42 52,29 40,50 52,29 4,42

Нитрит 0,02 0,13 0,03 – 2,44 0,057 0,02 0,03 0,02 0,05

Нитрат 0,44 2,52 0,34 7,80 81,10 0,57 0,82 1,54 0,88 0,83

П р и м е ч а н и е.  н. о. –   не обнаружено,  прочерк –   не измеряли.

Т а б л и ц а  5
Концентрация сульфата в грунтовых водах из наблюдательных скважин мазутного хозяйства ТЭЦ

Дата
Период  

исследования

Концентрация сульфата в наблюдательных скважинах,  мг/дм3

159 160 237 238 239 589 Среднее по  скважинам

2004.04 До  внесения  
удобрений

– 192,0 192,0 172,8 192,0 19,2 153,6 ± 93,9

2004.09 87,8 9,6 28,8 259,2 – 41,9 85,4 ± 45,3

2005.04 – – 48,0 355,2 220,8 0 156,0 ± 81,6

2005.09 После первого   
внесения  
удобрений

345,6 173,0 67,2 336,0 67,2 105,6 182,2 ± 135,0

2006.03 28,8 0 6,2 374,4 0 38,4 74,6 ± 60,3

2006.04 57,6 48,0 96,0 384,0 76,8 48,0 118,4 ± 53,7

2006.10 После второго  вне-
сения удобрений

115,2 – 144,0 144,0 144,0 124,8 134,4 ± 6,1

2007.04 – 67,0 96,0 163,2 86,4 48,0 92,1 ± 19,6

П р и м е ч а н и е.  Прочерк –   не измеряли.

Рис. 2. Динамика концентраций сульфата и гидро-
карбонат-иона в грунтовых водах скв. 239 в период 

с апреля 2004 г. по  октябрь 2010 г.
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рую часть данных за 2008–2010 гг. проверя-
ли с помощью обученной нейросети. Близость 
контрольных точек к гипотенузе (прогнози-
руемая концентрация) подтверждает нали-
чие взаимосвязи между изменением концен-
трации сульфата и гидрокарбоната в воде 
(рис. 3). Анализ массива данных по  всем сква-
жинам показал,  что  процесс сульфатредук-
ции характерен не для всей зоны загрязнения 
и в рассматриваемый период наблюдений про-
исходил только  в области скважин 239 и 160.

Проведение биоремедиационных мероприя-
тий привело  к снижению концентрации нефте-
продуктов в грунтовых водах на всем проб- 
лемном участке с 500–120 до  10–1,5 мг/дм3 
[Трусей и др.,  2017]. Как правило,  в весенний 
период,  когда уровень грунтовых вод низкий,  
содержание нефтепродуктов больше,  чем осе-
нью в период высокого  уровня грунтовых вод. 
После наблюдаемого  положительного  эффек-
та восстановительные мероприятия на за-
грязненном участке продолжили. За период 
2010–2018 гг. мощность линзы нефтепродук-
тов,  расположенных на поверхности грунто-
вых вод,  сократилась с 0,2–0,5 до  0,07 м.

ОБСУЖДЕНИЕ

В грунтах и грунтовых водах в условиях 
ограниченного  поступления кислорода воз-
растает роль анаэробных процессов деграда-
ции нефтепродуктов. Их вклад в восстанов-
ление загрязненной среды достигает 60–80 %  

[Essaid et al.,  2011;  Паничева и др.,  2012;  Ха-
устов,  Редина,  2013]. Более того,  в анаэроб-
ных условиях скорость разложения отдельных 
классов углеводородов (короткоцепочечных 
алифатических,  ароматических) выше,  чем 
в аэробных средах [Miller et al.,  2019].

В загрязненных нефтепродуктами грунтах 
Абаканской ТЭЦ присутствуют как аэробные 
(углеводородокисляющие и аммонифициру-
ющие),  так и анаэробные (денитрифициру-
ющие,  сульфатредуцирующие и железоре-
дуцирующие) эколого-трофические группы 
микроорганизмов. Они представлены мезо-
фильными и психрофильными температур-
ными группами. При этом численность (опре-
деляемая по  числу КОЕ) психрофильных 
микроорганизмов по  отношению к анало-
гичной мезофильной эколого-трофической 
группе,  как правило,  на 1–2 порядка выше. 
Подобное соотношение психрофильных и ме-
зофильных групп наблюдали и в других рай-
онах Средней Сибири [Трусей и др.,  2009]. 
Распределение анаэробных групп микроор-
ганизмов по  глубине ассоциирует с измене-
нием градиента окислительно-восстанови-
тельного  потенциала [Franzmann et al.,  2002;  
Паничева и др.,  2012;  Хаустов,  Редина,  2013]. 
На глубине 1–2,3 м наблюдался максимум 
численности психрофильных денитрификато-
ров,  1,9–3,2 м –   железоредуцирующих,  2,9–
5,1 м –   сульфатредуцирующих (см. табл. 2).

Динамика численности аэробных и анаэроб-
ных микроорганизмов в грунтах зоны аэрации 
при внесении элементов минерального  пита-
ния отличается: у первых увеличилась на по-
рядок,  у вторых вместо  ожидаемого  увеличе-
ния снизилась (см. табл. 2). При этом наиболее 
значительные изменения численности проис-
ходили у психрофильных микроорганизмов. 
В частности,  после обработки психрофильные 
денитрификаторы и железоредукторы на неко-
торых горизонтах зоны аэрации не обнаруже-
ны. Причина снижения числа КОЕ анаэробных 
бактерий не ясна. Возможно,  это  связано  с се-
лективной чувствительностью микроорганиз-
мов разных эколого-трофических групп к из-
меняющимся условиям.

В грунтовых водах численность микро-
организмов,  за исключением железоре-
дуцирующих,  после внесения биогенных 
элементов увеличилась на 1–4 порядка. Чис-
ленность углеводородокисляющих увеличи-

Рис. 3. Результаты обучения нейросети (по  данным 
для наблюдательной скв. 239 за 2004–2007 гг.) для 
прогнозирования концентрации сульфата в грун-

товых водах
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лась до  107 КОЕ/мл,  аммонифицирующих –   
до  108 КОЕ/мл,  денитрифицирующих –   до  
105 КОЕ/мл. При этом численность психро-
фильных увеличилась больше,  чем мезо-
фильных. В отличие от зоны аэрации в зону 
насыщения вносили нитратную форму азота. 
Ряд исследователей считают нитратную фор-
му азота более эффективным элементом пита-
ния при биостимуляции [Zedelius et al.,  2011;  
Sarkar et al.,  2016]. Помимо  этого  нитрат слу-
жит акцептором электронов для денитрифи-
каторов. Численность микроорганизмов также 
увеличилась в скважинах,  в которые удо-
брения не вносили. Это  говорит о  диффузии 
и распространении внесенных элементов пи-
тания в толще подземных вод.

Численное преобладание и большая актив-
ность психрофильных эколого-трофических 
групп свидетельствуют о  том,  что  в геологи-
ческой среде в условиях умеренного  климата 
Средней Сибири основная роль в биодеграда-
ции углеводородного  загрязнителя принадле-
жит психрофильным микроорганизмам.

В грунтовых водах одновременно  с уве-
личением численности аборигенных микро-
организмов изменялись гидрохимические по-
казатели. Состав грунтовых вод тесно  связан 
с жизнедеятельностью автохтонной микрофло-
ры. В результате роста микроорганизмов в неф- 
тезагрязненных грунтовых водах происходят 
колебания концентрации растворенного  кисло-
рода,  органического  углерода,  железа,  гидро-
карбоната и других веществ [Essaid et al.,  2011;  
Хаустов,  Редина,  2013;  Qian et al.,  2018]. В ис-
следуемых грунтовых водах активность эколо-
го-трофических групп микроорганизмов харак-
теризовали изменения концентраций аммония,  
нитрита,  нитрата,  сульфата,  а также перман-
ганатной окисляемости.

Увеличение концентрации аммония вызва-
но  разложением тяжелых фракций азотсо-
держащих нефтепродуктов. Его  концентрация 
в очаге загрязнения возрастала до  50 мг/дм3 и 
более. Высокие концентрации аммония в грун-
товых водах сохранялись на протяжении 
6–12 месяцев,  пока не произошло  снижение 
уровня загрязнения. На периферии загряз-
ненной зоны изменение содержания аммо-
ния и нитрата носило  противофазный харак-
тер  [Трусей и др.,  2017]. Это  свидетельствует 
об идущих здесь процессах выделения аммо-
нийного  азота из нефтепродуктов,  нитрифи-

кации и денитрификации. При этом процесс 
нитрификации,  протекающий на периферии,  
препятствовал выносу аммония за пределы 
загрязненной зоны и приводил к повышению 
концентрации нитрата,  который потребляли 
денитрификаторы.

Противофазный характер  изменений со-
держания в грунтовой воде имели также суль-
фат и гидрокарбонат (см. рис. 2),  что  под-
тверждает сульфатредукцию,  сопряженную 
с биоразложением нефтепродуктов. Взаимо- 
связь между содержанием сульфата и гидро-
карбоната в грунтовых водах известна [Суда-
риков,  Нгуен Тат Тханг,  2015;  Qian et al.,  
2018]. Заметим,  что  рост сульфатредуциру-
ющих бактерий не стимулировали. В течение 
наблюдаемого  периода в отдельных скважи-
нах их численность увеличилась на 1–2 по-
рядка. Необходимый для сульфатредукто-
ров акцептор  электронов (SO4

–) содержится 
в грунтовых водах (сульфатно-гидрокарбо-
натный тип) и поступает из нижних водонос-
ных горизонтов по  разлому в районе скв. 239. 
Естественный приток сульфата поддержи-
вает интенсивность сульфатредукции в за-
грязненной области. Концентрация сульфата 
в грунтовой воде варьирует в широких преде-
лах. В скважинах 160,  239 и 589 периодически 
регистрировали полное исчерпание сульфата,  
что  возможно  только  при достаточно  высо-
кой активности сульфатредуцирующих бакте-
рий [Судариков,  Нгуен Тат Тханг,  2015;  Qian 
et al.,  2018]. В скважинах 239 и 160 сниже-
ние содержания сульфата происходило  в те-
чение всего  периода обработки. Данные сква-
жины расположены в грунтах с повышенной 
плотностью и наименьшей скоростью филь-
трации воды. Благодаря этому здесь сфор-
мировались зоны,  благоприятные для роста 
сульфатредукторов. Анализ массива данных 
по  всем наблюдательным скважинам с помо-
щью нейросети показал,  что  в период 2004–
2010 гг. сульфатредукция существенно  влия-
ла на состав грунтовой воды только  в районе 
скважин 239 и 160.

Увеличение перманганатной окисляемо-
сти грунтовой воды связано  с биоразложени-
ем нефтепродуктов до  легкоокисляемых ор-
ганических соединений. Органический углерод 
в грунтовых водах,  загрязненных углеводоро-
дами,  представлен полисахаридами,  гумино-
выми,  фульво- и низкомолекулярными орга-
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ническими кислотами [Cozzarelli et al.,  1994;  
Essaid et al.,  2011;  Хаустов,  Редина,  2013]. 
При естественном восстановлении грунто-
вых вод высокие концентрации органическо-
го  углерода (>20 мг/л) могут сохраняться бо-
лее 10 лет [Essaid et al.,  2011]. В нашем случае 
повышенная перманганатная окисляемость на-
блюдалась практически в течение всего  пери-
ода исследований (2009–2019 гг.).

Таким образом,  представленные данные 
показывают,  что  при стимуляции абориген-
ной микрофлоры уровень загрязнения геоло-
гической среды существенно  снижается (мощ-
ность линзы нефтепродуктов сократилась 
с 0,2–0,5 до  0,07 м). Внесение минеральных 
элементов питания должно  быть согласовано  
с условиями конкретной ситуации. Индикато-
рами восстановительных процессов в грунтах 
служат увеличение численности аборигенных 
микроорганизмов разных эколого-трофиче-
ских групп и изменение гидрохимических по-
казателей грунтовых вод. При высоком уровне 
загрязнения подземной среды может проис-
ходить временное загрязнение грунтовых вод 
продуктами биохимической трансформации 
нефтепродуктов.
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Changes in the number of  anaerobic microorganisms (denitrifying,  sulfate and iron-reducing) in ground 
and groundwater polluted with oil products were investigated when bioremediation was carried out. It was 
shown that in the studied geological media the number of  psychrophilic microorganisms of  anaerobic groups 
(denitrifying,  sulfate and iron-reducing,  as assessed by the number of  the colony-forming units on the respec-
tive cultivation media) was higher than the number mesophilic ones. When N,  P,  K-fertilizers were introduced 
into the contaminated zone,  the number of  psychrophilic microorganisms changed more significantly,  both 
increasing and decreasing. When the ground in the aeration zone was treated,  the number of  anaerobes 
decreased,  probably due to competitive displacement by aerobes. The number of  hydrocarbon-oxidizing and 
ammonifying microorganisms increased by an order of  magnitude and amounted to 106 CFU/g and 106–107 
CFU/g,  respectively. When fertilizers were added to groundwater,  the number of  anaerobic microorganisms 
increased by 1–4 orders of  magnitude,  the number of  denitrifiers reached 105 CFU/ml,  whereas the CFU 
number of  sulfate-and iron-reducers was 103–104 and 102–103 CFU/ml,  respectively. It was revealed that 
simultaneously with increase of  the CFU numbers some chemical properties changed indicating intensified 
biodegradation of  petroleum products. In particular,  an antiphase changes in the ammonium and nitrate 
concentrations were observed due to the decomposition of  petroleum products,  nitrification and denitrifica-
tion,  as well as the concentration of  bicarbonate and sulfate ions due to sulfate reduction.

Key words: bioremediation,  groundwater,  petroleum products,  psychrophilic microorganisms,  denitri-
fying,  sulfate-reducing,  iron-reducing.


