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Исследованы изменения активности дегидрогеназ и инвертазы нефтезагрязненного чернозема обыкновенного при внесении биочара и 

бактериального препарата, содержащего штаммы Bacillus и Paenibacillus, как по отдельности, так и в сочетании, а также при инокуляции 

биочара бактериальным препаратом. Ремедианты были однократно внесены в почву, загрязненную нефтью (5% массы почвы), и 

перемешаны с ней. Процесс ремедиации длился 30 суток. Установлено, что наиболее эффективным является совместное применение 

биочара и бактериального препарата, которое стимулирует активность инвертазы и дегидрогеназ на 25 и 65% и снижает остаточное 

содержание нефти в почве. Результаты исследования возможно использовать при оценке экологического состояния нефтезагрязненных 

черноземов, а также для организации и проведения природоохранных мероприятий по ремедиации почв.
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EVALUATION OF DEHYDROGENASES AND INVERTASE ACTIVITY  
IN PETROLEUM-HYDROCARBON-CONTAMINATED HAPLIC CHERNOZEM  
DURING REMEDIATION WITH BIOCHAR AND BACTERIAL PREPARATION
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Changes in the activities of dehydrogenases and invertase in oil-contaminated ordinary chernozem were studied upon introducing biochar and 

a bacterial preparation containing Bacillus and Paenibacillus strains, both individually and in combination, as well as upon inoculating biochar 

with the bacterial preparation. The ameliorants were applied to oil-contaminated soil (5% of soil mass) and mixed with it. The remediation process 

lasted for 30 days. The most effective was the combined use of biochar and the bacterial preparation, which stimulated the activities of invertase 

and dehydrogenases by 25 and 65% and reduces the residual oil content in the soil. The results of the study may be useful for assessing the 

conditions oil-contaminated chernozems and for organizing and carrying out environmental protection measures for soil remediation.
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Введение
Восстановление экологического состояния нефте-

загрязненных почв является сейчас приоритетной 
задачей. После внесения ремедиантов необходимо 
оценивать не только разложение нефти в почве, но и 
экологическое состояние, здоровье и уровень плодо-
родия почвы [24, 26]. В настоящее время существует 
множество восстановительных технологий для рабо-
ты с почвами, загрязненными нефтяными углеводоро-
дами, включая экстракцию, сжигание и термическую 
десорбцию, химическое окисление, электрокинетиче-
скую реабилитацию и другие подходы [23, 30].

Поскольку при загрязнении нефтью в почве проис-
ходит нарушение равновесия между углеродом и азо-
том за счет привноса углерода нефти, то необходимо 
оценивать состояние почвы прежде всего по биологи-
ческим показателям, характеризующим углеродный 
цикл (С-цикл) [2, 3]. К числу наиболее информатив-
ных показателей, характеризующих С-цикл, относят-
ся активности инвертазы (β-фруктофуранозидазы) и 
дегидрогеназ. Снижение активности инвертазы почв 
при нефтяном загрязнении некоторые исследователи 
связывают с ингибированием активности целлюлозо-
разлагающих микроорганизмов и со снижением содер-
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Биологический препарат, обладающий биофунги-
цидным действием в отношении грибов рода Fusari-
um, на основе консорциума штаммов аэробных споро-
образующих бактерий Bacillus amyloliquefaciens V3.14 и 
R4.6, Paenibacillus polymyxa R5.31, а также Paenibacillus 
peoriae O1.27, O2.11, R3.13, R4.5 и R6.14, и Paenibacillus 
jamilae K1.14, R4.24 был разработан в лаборатории но-
вых биопрепаратов Академии биологии и биотехноло-
гии Южного федерального университета [21]. В дан ном 
исследовании этот бактериальный препарат вносили в 
дозе, соответствующей рекомендуемой 20 мл/га, что 
эквивалентно 7500 КОЕ/кг почвы (1БП). Такая доза 
применяется на сельскохозяйственных полях для по-
давления грибов р. Fusarium при обработке растений 
по листу. В связи с тем, что для разложения нефтя-
ных углеводородов необходима значительная концен-
трация бактерий, дополнительно была исследована в 
100 раз большая доза препарата (100БП). 

Эксперимент по загрязнению почв нефтью и реме-
диации биочаром и БП при различных комбинациях и 
методах внесения проводили в лабораторных услови-
ях кафедры экологии и природопользования и моло-
дежной лаборатории экобиотехнологий диагностики 
и охраны здоровья почв. Схема эксперимента пред-
ставлена на рис. 1. Подготовленную почву, просеян-
ную через сито 3 мм, развешивали по вегетативным 
сосудам объемом 300 мл. Повторность каждого вари-
анта модельного эксперимента трехкратная. 

Варианты с биочаром и нефтью предварительно увлаж-
няли (влажность 35%) дистиллированной водой. После 
этого в почву вносили нефть – 5% массы почвы. Исполь-
зовали нефть Новошахтинского НПЗ (г. Новошахтинск, 
Ростовская область), представляющую собой смесь 
углеводородов с плотностью 0,818 г/м3, массовыми доля-
ми серы 0,43%, механических примесей 0,0028%, воды 
0,03%, с концентрацией хлористых солей 40,1 мг/дм3.  
Биочар вносили в почву в концентрации 1% массы по-
чвы. Контролем служила почва без ремедиантов и неф-
ти. Нефтезагрязненным фоном служила почва с неф-
тью без внесения биочара и БП. Варианты почвы с БП 
предварительно поливали водным раствором БП (1БП 
и 100БП), а затем в увлажненную почву вносили нефть. 
Все варианты внесения биочара и БП вместе с конт ролем 
(незагрязненная почва без ремедиантов и нефти) и фоном 
(загрязненная нефтью почва) инкубировали при влажно-
сти 33–35% и температуре 25–26 °С в течение 30 су ток. 
В почву вносили бактериальный препарат в рекомен-
дуемой дозе (1БП) и в 100 раз больше рекомендуемой 
(100БП). В варианте обработки с предварительной ино-
куляцией БП в биочар проводили замачивание подготов-
ленного биочара в растворе бактериального препарата 
в течение 48 часов. По истечении времени инокуляции 
биочар с остатками раствора БП переносили в почву и 
увлажняли до необходимой влажности, далее в почву 
вносили нефть. 

жания дисахаридов в почве [1, 10, 11, 14, 15, 20, 22]. Для 
нормализации соотношения С:N в нефтезагрязненной 
почве необходимо применение технологий биоаугмен-
тации и биостимуляции аборигенной биоты [9, 27, 28]. 
При диагностике экологического состояния нефтеза-
грязненных черноземов концентрациями 5 и 10% мас-
сы почвы после внесения азотных и гуминовых реме-
диантов активность инвертазы была информативным 
и чувствительным показателем [10]. Сравнением ак-
тивностей инвертазы и дегидрогеназ с активностями 
других гидролаз и оксидоредуктаз установлено сход-
ство их чувствительности при ремедиации нефтеза-
грязненного чернозема [11]. Активность инвертазы в 
орошаемых лугово-такырных почвах окрестностей 
Кумкурганской нефтебазы и Южно-Миршодского 
нефтяного месторождения в Сурхандарьинской обла-
сти (Казахстан), непосредственно связана с расстояни-
ем от нефтебазы: почва из зоны, прилегающей к источ-
нику, имеет более низкую активность фермента, чем 
почва на более удаленном расстоянии [7]. 

В настоящее время при мелиорации загрязненных 
почв широко распространено применение биочара, 
или пироугля [5, 16, 28]. Поскольку применение толь-
ко биочара связано с его свойствами как адсорбента и 
биостимулятора, важно обеспечить загрязненную по-
чву еще и нефтедеструктивной биотой, которая будет 
простимулирована за счет углерода нефти и биочара. 

Цель настоящего исследования – оценить актив-
ность дегидрогеназ и инвертазы чернозема при вне-
сении биочара и бактериального препарата. Задачи: 
оценка изменения активностей инвертазы и дегидро-
геназ чернозема 1) при внесении биочара и бактери-
ального препарата по отдельности; 2) при совместном 
внесении; 3) при инокуляции биочара бактериальным 
препаратом.

Объекты и методы
Объектом исследования был чернозем обыкновен-

ный карбонатный (Апах, 0–25 см). Место отбора – Бо-
танический сад Южного федерального университе-
та, г. Ростов-на-Дону. Физико-химические свойства 
чернозема: рН 7,5–7,8, содержание органического ве-
щества 5,5–6,0%, содержание карбонатов 0,3–0,5%, 
сумма поглощенных оснований 34,0–36,0 мг-экв/100 г 
почвы [4]. 

Биочар представлял собой чистый древесный уголь 
березы (Betula alba L.) марки А ГОСТ 7657-84 с со-
держанием углерода не менее 85%. Продукт произ-
водится методом пиролиза древесины (800 °С) в ре-
тортных установках без доступа кислорода (ООО 
«ДианАГРО», Новосибирск, Россия). Продукт имеет 
высокое содержание углерода (не менее 85%), не со-
держит вредных и токсичных примесей. По отноше-
нию к нефтяным углеводородам биочар служит сор-
бентом и стимулятором нативной биоты почвы. 
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пробирку с почвой (1 г) приливали 1 мл ТТХ и 1 мл 
0,1 М глюкозы. Пробирки инкубировали в вакуум-
ном эксикаторе без воздуха в течение 24 часов [19]. 
Ферментативную выражали в мг ТФФ в 10 г почвы 
за 24 часа.

Статистическую обработку данных проводили с ис-
пользованием STATISTICA 12.0 и Python 3.6.5 Mat-
plotlib. 

Результаты и обсуждение
Остаточное содержание нефти  

в почве 
Остаточное содержание нефти в почве по истечении 

30 суток эксперимента при внесении биочара и БП по 
отдельности или совместно, а также при инокуляции 
БП в биочар представлено на рис. 2. Внесение 1БП и 
100БП не оказывало достоверного воздействия на раз-
ложение нефти. Внесение биочара привело к разложе-
нию нефти на 25% относительно нефтезагрязненного 
фона (без ремедиантов). Это может быть обусловлено 
сорбцией нефти из почвы биочаром. Подобное сни-
жение содержания нефти наблюдали после внесения 
угольного сорбента в сточные воды [6, 18]. Также на 
скорость разложения нефти в почве после внесения 
биочара могут влиять разлагающие нефть микроор-
ганизмы, простимулированные биочаром [13].

При совместном внесении биочара с бактериальным 
препаратом в дозах 1БП и 100БП установлено сниже-
ние содержания нефти на 79 и 36%, соответственно, 

Содержание нефти после различных вариантов об-
работки почвы анализировали экстракцией образцов 
почвы четыреххлористым углеродом с последующим 
определением оптической плотности экстракта на ин-
фракрасном анализаторе ИКН-0252. Содержание неф-
ти в почве выражали в мг нефти на 1 кг почвы.

Для оценки экологического состояния почв после 
ремедиации определяли активности гидролазы и ок-
сидоредуктаз, непосредственно связанных с циклом 
углерода в почве: инвертазы (класс гидролазы) и де-
гидрогеназ (класс оксидоредуктазы).

Для определения активности инвертазы (β-фрукто-
фуранозидаза, сахараза, КФ 3.2.1.26) к каждому вари-
анту почвы массой 1 грамм в трехкратной повторно-
сти приливали 3% раствор сахарозы и толуол. Колбы 
инкубировали в течение 24 часов при 30 ℃. Актив-
ности инвертазы определяли по Бертрану в модифи-
кации Ф.Х. Хазиева [19]. Активность фермента выра-
жали в мг глюкозы в 1 г почвы за 24 часа. 

Активность дегидрогеназ (НАДФ-оксидоредукта-
зы, КФ 1.1.1.Х) определяли по восстановлению три-
фенилтетразолия хлористого (ТТХ) до трифенил-
формазанов (ТФФ) в анаэробных условиях: в каждую 

2 ПНД Ф 16.1: 2.2.22-98. Количественный химический анализ почв. 
Методы измерения массовой доли нефтепродуктов в минеральных, 
органогенных, органоминеральных грунтах и донных отложениях 
методом ИК-спектрометрии. 1998. Доступно по ссылке https://www.
russiangost.com/p-162437-pnd-f-1612222-98.aspx.  Дата обращения:  
12-04-2023.

Рис. 1. Схема эксперимента по ремедиации нефтезагрязненной почвы с помощью самостоятельного, совместного применения 
биочара и БП, инокуляции биочара БП
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Изменение активности инвертазы 
При внесении биочара и БП по отдельности актив-

ность инвертазы не отличалась от таковой в нефтеза-
грязненном фоне (рис. 3).

Только при внесении 100БП наблюдали стимуляцию 
активности фермента на 18% относительно нефтеза-
грязненного фона. При совместном применении био-
чара с 1БП и биочара с 100БП установлена стимуляция 
активности фермента на 25 и 15% относительно тако-
вой у нефтезагрязненного фона. При инокуляции 1БП 
в биочар достоверные отличия от нефтезагрязненного 
фона не выявлены, а при инокуляции 100БП в биочар 
установлено ингибирование активности инвертазы на 
13% относительно таковой в нефтезагрязненном фоне. 
Известно, что активность инвертазы тесно связана с 
влажностью почвы. В модельном эксперименте влаж-
ность почвы в течение всего эксперимента поддержи-
валась на одинаковом уровне (контроль проводили с 
помощью влагомера) и на момент окончания экспе-
римента влажность составляла 30%. В связи с этим 
только при совместном применении биочара и БП, а 
также 100БП при данной влажности почвы установле-
на максимальная стимуляция активности фермента.

при сравнении с нефтезагрязненным фоном без ре-
медиантов. При инокуляции биочара бактериальным 
препаратом установлено снижение содержания неф-
ти при 1БП и 100БП на 33 и 59%, соответственно, от-
носительно фонового содержания нефти. Внесение 
биочара с 1БП было более эффективно, поскольку 
совмещены механизмы адсорбции нефти (биочар) и 
стимуляции разложения нефти с помощью БП. Бо-
лее высокая дозировка 100БП при разложении нефти 
в почве была менее эффективной, возможно потому, 
что бактерии очень требовательны к условиям среды, 
включая температуру (до 40 ℃), влажность и наличие 
питательных элементов в почве [17].

Вероятно, что внесение биочара, обработанного 
БП, менее эффективно, чем совместное внесение био-
чара и БП, потому что на деградацию нефти суспен-
дированными (совместно внесенными с биочаром) и 
иммобилизованными на биочаре микроорганизмами 
значительно влияет температура: при 22 °С биодегра-
дация нефти эффективнее осуществлялась иммоби-
лизованными клетками, а при 38 °С – суспендирован-
ными [12]. На эффективность иммобилизации также 
оказывает влияние длительность ремедиации [25, 31].

Рис. 2. Остаточное содержание нефти в черноземе обыкновенном после внесения биочара и бактериального 
препарата в различных вариантах внесения, г/кг почвы 
Обозначения: К – контроль; Н – нефть; Б – биочар; 1БП – бактериальный препарат в рекомендуемой дозировке; 
100БП – бактериальный препарат в дозировке, в 100 раз превышающей рекомендуемую; Б+1БП – биочар с 
бактериальным препаратом в рекомендуемой дозировке; Б+100БП – биочар с бактериальным препаратом в 
дозировке, в 100 раз превышающей рекомендуемую; Би(1БП) – биочар, инокулированный бактериальным 
препаратом в рекомендуемой дозировке; Би(100БП)– биочар, инокулированный бактериальным препаратом в 
дозировке в 100 раз выше рекомендуемой.
Примечание: представлены средние и 95% доверительные интервалы
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Рис. 3. Изменение активности инвертазы после внесения биочара и бактериальным препаратом, мг глюкозы / 1 г / 
24 часа.
Примечание: обозначения вариантов эксперимента те же, что на рис. 2

Изменение активности 
дегидрогеназ 

Активность дегидрогеназ при внесении биочара до-
стоверно не отличалась от контроля. При внесении же 
бактериального препарата в дозах 1БП и 100БП уста-
новлена стимуляция активности дегидрогеназ на 20 
и 49% соответственно (рис. 3).

При совместном применении биочара с бактериаль-
ным препаратом стимуляция активности дегидрогеназ 
составила при дозах 1БП и 100БП на 65 и 20% соответ-
ственно. При инокуляции биочара бактериальным пре-
паратом стимуляция установлена только с 1БП – на 28%. 
Применение инокуляции 100БП в биочар вызвало инги-
бирование активности фермента на 18%. 

Для оценки информативности показателей были рас-
считаны коэффициенты корреляции (r) между остаточ-
ным содержанием нефти и изменением активности ин-
вертазы и дегидрогеназ. При воздействии ремедиантов 
по отдельности стимуляция активности инвертазы обна-
ружена при внесении 100БП, однако содержание нефти 
при этом не отличалось от фона (r = 0,18). При внесении 
1БП+Б, 100БП+Б установлена отрицательная корреля-
ция по активности инвертазы (r = –0,98) и по активно-
сти дегидрогеназ (r = –0,98). При инокуляции биочара 
1БП активность инвертазы была простимулирована на 
15%, а при инокуляции биочара 100БП достоверного от-

личия от фона не обнаружено (r = 0,53). Инокуляция био-
чара БП не оказывала достоверного воздействия на ак-
тивность дегидрогеназ, при инокуляции биочара 100БП 
оказывала ингибирующее воздействие (r = 0,31). Внесе-
ние нефти в почву ингибирует активность ферментов 
как класса оксидоредуктазы (дегидрогеназы), так и клас-
са гидролазы (инвертаза). Ранее было установлено, что 
участие инвертазы в цикле углерода в почве является 
маркером экологического состояния почвы при различ-
ных видах антропогенного воздействия [11, 15, 29]. При 
углеводородном загрязнении активность инвертазы вме-
сте с эмиссией СО2 является наиболее чувствительным 
показателем состояния почвы после внесения азотных и 
гуминовых ремедиантов [10]. Активность дегидрогеназ 
чернозема обыкновенного и бурой лесной почвы при за-
грязнении нефтью была наиболее информативной среди 
остальных ферментов класса оксидоредуктазы при вне-
сении биочара, нитроаммофоса, гумата натрия и «Бай-
кал ЭМ-1» [28].

В нашем исследовании установлено, что активность 
инвертазы и дегидрогеназ нефтезагрязненного черно-
зема зависела от формы внесения биочара и БП: более 
эффективно совместное внесение биочара и БП, чем 
самостоятельное внесение и инокуляция БП на био-
чаре. Основным фактором, влияющим на выбор мето-
да внесения ремедиантов в нефтезагрязненную почву, 
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сении биочара и БП и инокуляции установлено наи-
большее снижение остаточного содержания нефти. 
Наиболее эффективным является совместное внесе-
ние биочара и 1БП: установлена стимуляция актив-
ности инвертазы и дегидрогеназ при снижении оста-
точного содержания нефти в почве, что подтверждено 
высокими коэффициентами корреляции. Результаты 
исследования возможно использовать при оценке эко-
логического состояния нефтезагрязненного чернозе-
ма, а также для организации и проведения природо-
охранных мероприятий по ремедиации почв.

Исследование выполнено при финансовой поддер-
жке проекта Программы стратегического академи-
ческого лидерства Южного федерального универси-
тета («Приоритет 2030») по созданию Молодежной 
лаборатории экобиотехнологий диагностики и охра-
ны здоровья почв (№ СП-12-23-01), проекта Минобрна-
уки России «Лаборатория молодых ученых» в рамках 
Межрегионального научно-образовательного центра 
Юга России (№ ЛабНОЦ-21-01АБ, FENW-2021-0014).

Авторы выражают благодарность в предоставле-
нии бактериального препарата профессору кафедры 
генетики Академии биологии и биотехнологии им. 
Д.И. Ивановского Южного федерального универси-
тета д.б.н. В.А. Чистякову. 

является температура почвы, поскольку при темпера-
туре выше 30 °С более эффективную жизнедеятель-
ность осуществляют бактерии в суспендированном с 
биочаром виде, чем инокулированные на биочаре БП, 
для деятельности которых необходима более низкая 
температура (20–22 °С) [12]. Следует учитывать, что 
эффективность инокуляции может быть ярко выра-
жена за более длительный период, чем для обычного 
внесения биочара и БП.

Использование биологических показателей эколо-
гического состояния почвы наряду с физико-химиче-
скими показателями позволит спрогнозировать воз-
действие загрязняющих веществ (в частности нефти 
и нефтепродуктов) на почву до и после ремедиации с 
использованием чувствительных индикаторов. Вме-
сте с реализацией биогеосистемотехнических мер [8] 
это позволит использовать биологические показате-
ли для нормирования содержания загрязняющих ве-
ществ в почве. 

Заключение
В результате исследования было установлено, что 

активность инвертазы и дегидрогеназ нефтезагряз-
ненной почвы после внесения биочара и бактериаль-
ного препарата (БП) изменяется в зависимости от 
способа внесения биочара и БП. При совместном вне-

Рис. 4. Изменение активности дегидрогеназ после внесения биочара и бактериального препарата в различных 
вариантах внесения, мг ТФФ / 10 г/ 24 часа.
Примечание: обозначения вариантов эксперимента те же, что на рис. 2
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