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Резюме. Цель. Оценить влияние азотных и гуминовых удобрений на биохимическое со‐

стояние  нефтезагрязненного  чернозема.  Методы.  Использовали  для  моделирования 

нефтезагрязнения чернозема дозы нефти 1, 5 и 10% от массы почвы. Срок экспозиции со‐

ставил 30, 60 и 90 суток. Для моделирования биоремедиации нефтезагрязненного черно‐

зема использовали гумат калия и натрия, мочевину и нитроаммофос. Азотные удобрения 

вносили в почву с целью восполнения равновесия между углеродом и азотом: мочевину с 

содержанием азота 46%, нитроаммофос с содержанием азота 15%. Гуминовые удобрения 

–  гумат калия и гумат натрия –  вносили в почву для стимуляции аборигенной нефтеде‐

структивной микробиоты. Для оценки биологической активности почвы определяли: ак‐

тивность каталазы, инвертазы и интенсивность эмиссии СО2. Результаты. Изучено влия‐

ние мочевины, нитроаммофоса, гумата калия и натрия на ферментативную активность и 

эмиссию СО2 чернозема обыкновенного, загрязненного нефтью 1, 5 и 10% от массы почвы 

через 90  суток в модельном эксперименте. Активность каталазы снижалась после внесе‐

ния нитроаммофоса, а дыхание и активность инвертазы повышались при низких уровнях 

загрязнения нефтью. Мочевина,  внесенная в почву при 10%‐ной дозе нефти,  стимулиро‐

вала активность каталазы. Гуматы калия и натрия оказывали стимулирующее воздействие 

на ферментативную активность и выделение углекислого газа при концентрациях нефти 1 

и 5%. Заключение. Для диагностики состояния черноземов при загрязнении нефтью дозы 

5‐10%  после  внесения  азотных  и  гуминовых  мелиорантов,  целесообразно  использовать 

интенсивность  выделения СО2  почвой и  активность инвертазы. При  более  низких  дозах 

нефти после внесения азотных удобрений целесообразно оценивать состояние почвы по 

активности каталазы. 
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Abstract. Aim. In this paper, we aim to assess the effect of nitrogen and humic fertilizers on the 

biochemical state of oil‐contaminated chernozem. Methods.  In order  to simulate  the oil pollu‐

tion, chernozem was exposed to oil doses constituting 1, 5 and 10% of the soil mass for 30, 60 

and 90 days. For simulating bioremediation of oil‐contaminated chernozem, the following ferti‐

lizers were used: potassium and sodium humates, urea and nitroammophos. Nitrogen fertiliz‐

ers – urea and nitroammophos having a nitrogen content of 46% and 15%, respectively – were 

applied to the soil for the purposes of restoring the equilibrium between carbon and nitrogen. 

Humic fertilizers (potassium and sodium humates) were applied to the soil for stimulating the 

indigenous oil destructive microbiota.  In order  to assess  the biological activity of  the soil, we 

determined catalase activity, invertase activity, as well as CO2 emission intensity. Results. The 

effect of urea, nitroammophos, potassium and sodium humates on the enzymatic activity and 

CO2 emissions of ordinary chernozem, which had been exposed to various doses of oil (1, 5 and 

10% of the soil mass) for 90 days, was studied in a model experiment. Following the introduc‐

tion  of nitroammophos  into  soil with  low  levels  of oil pollution,  catalase  activity decreased, 

whereas respiration and invertase activity increased. Urea introduced into the soil contaminat‐

ed with a 10% dose of oil stimulated catalase activity. At oil concentrations of 1 and 5%, the in‐

troduction of potassium and sodium humates had a stimulating effect on enzymic activity and 

carbon dioxide evolution. Conclusions. It is advisable to use the intensity of CO2 emissions re‐

leased from the soil, as well as the invertase activity for diagnosing the state of chernozem con‐

taminated with oil  (5‐10%)  following  the  introduction of nitrogen and humic ameliorants. At 

lower doses of oil, it is advisable to assess the state of the soil following the introduction of ni‐

trogen fertilizers by catalase activity. 

Keywords: pollution, petrol, ordinary  chernozem, bioremediation,  catalase  activity,  invertase 

activity, CO2 emission, model experiment. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Загрязнение нефтью окружающей среды за последние годы приобрело статус гло-

бальной экологической проблемы. Разливы нефти на суше затрагивают целые экосисте-
мы, изменяют растительность, фауну, характеристики почвы, влияют на течение микро-
биологических процессов показано [1-4]. Нефть и нефтепродукты отличаются высокой 
гидрофобностью, устойчивостью и затрудненным извлечением из компонентов окружа-
ющей среды. При попадании нефти в почву происходит изменение физических, химиче-
ских и биологических свойств почвы [5-8]. 

Для очистки почвы от нефти и нефтепродуктов и восстановления сельскохозяй-
ственных функций исследуется вещества различной природы и механизма воздействия. 
Успех биоремедиации зависит от условий, влияющих на разложение нефти: тип почв, 
микробная активность, влажность, температура, рН, доступ кислорода, содержание пита-
тельных веществ, вносимых удобрений [9; 10]. Технологии ремедиации нефтезагрязнен-
ных почв оказывают влияние не только на разложение нефти в почве, но и опосредовано 
на интенсивность выделения углекислого газа эмиссию или «дыхание» почвы и фермен-
тативную активность почв [10-13]. Методы биологической рекультивации почвы высоко-
эффективны при очистке нефтезагрязненных почв при невысоких уровнях загрязнения до 
10-15% [8; 14; 15]. 
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Механизмы биодеградации или биоремедиации нефтезагрязненных почв вовле-
кают в метаболические реакции большое количество ферментов. На начальной стадии 
механизма биодеградации необходимы диоксигеназы и монооксигеназы для инициации 
окислительных реакций [10]. Наиболее информативным классом ферментов при оценке 
состояния почв при такой антропогенной нагрузке, как загрязнение почвы нефтью или 
тяжелыми металлами, являются оксидоредуктазы [16-19]. Однако воздействие нефти на 
ферментативную активность почв для разных ферментов разных классов неодинаково. 
Так, органическое вещество нефти не только влияет на белковые молекулы фермента, но 
и снижает доступность субстрата для извлечения [20]. В настоящее время для ликвида-
ции загрязнения почв нефтью и нефтепродуктами используют различные способы мелио-
рации. В качестве мелиорантов используют разные по природе и механизмам вещества: 
бактериальные препараты, удобрения, минеральные сорбенты [17; 21-22]. При этом ос-
новное внимание уделяется эффективности разложения нефти, а изменение состояния 
почвы остается малоизученным. Наиболее информативными показателями для оценки 
состояния почвы при нефтезагрязнении, как и при других антропогенных воздействиях, 
являются биологические показатели, которые первыми реагируют на внешнее воздей-
ствие и коррелируют с концентрацией загрязняющего вещества в почве [23-28].  

В связи с этим оценка биологического состояния нефтезагрязненных почв по по-
казателям ферментативной активности и выделения углекислого газа, как продукта раз-
ложения нефти это приоритетная задача. 

Цель работы – исследовать влияние азотных и гуминовых удобрений на биохи-
мическое состояние нефтезагрязненного чернозема. 

В задачи исследования входило: оценить влияние гуминовых и азотных удобре-
ний на активность каталазы и инвертазы, интенсивность эмиссии СО2, исследовать изме-
нение этих показателей во временной динамике, сравнить влияние разных уровней 
нефтезагрязнения на активность ферментов и эмиссию СО2.  

 
МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Объект исследования – чернозем обыкновенный карбонатный (Апах, 0-25 см). 
Место отбора – Ботанический сад Южного федерального университета, г. Ростов-на-
Дону. Чернозем обыкновенный характеризуется содержанием органического углерода – 
4,5-6,5%, карбонатов – 0,3-0,5%, ЕКО – 40-45 мг-экв / 100 г почвы [29]. Для постановки 
модельных экспериментов использовали нефть плотностью 0,818 г/м3 со следующими 
характеристиками: массовая доля серы – 0,43%, механических примесей – 0,0028%, воды 
– 0,03%, концентрации хлористых солей – 40,1 мг/дм3. Нефть вносили во влажную почву 
в количестве 1, 5 и 10% от массы почвы и тщательно перемешивали. В увлажненную 
почву (весовая влажность 25%) вносили нефть и тщательно перемешивали до однород-
ной массы. Срок экспозиции составил 30, 60 и 90 суток. Для моделирования биоремедиа-
ции нефтезагрязненного чернозема вносили гуматы калия и натрия, мочевину и нитро-
аммофос. Азотные удобрения вносили в почву с целью восполнения равновесия между 
углеродом и азотом: мочевину с содержанием азота 46%, нитроаммофос с содержанием 
азота 15%. Гуминовые удобрения (гуматы калия и натрия) вносили в почву для стимуля-
ции аборигенной нефтедеструктивной микробиоты.  

Для оценки биологической активности почвы определяли: активность каталазы 
(Н2О2:Н2О2 – оксидоредуктаза, КФ 1.11.1.6.) газометрическим методом А.Ш. Галстяну, 
мл О2/1 г/1 мин., активность инвертазы (-фруктофуранозидаза, сахараза, КФ 3.2.1.26) 
колориметрически, основываясь на учете восстанавливающих сахаров, образующихся 
при расщеплении сахарозы по Ф.Х. Хазиеву, мг глюкозы/10г/24 часа. Интенсивность 
эмиссии СО2 определяли с помощью инфракрасного газоанализатора TESTO-535, в 
ppm/30 мин через 14, 30, 60 и 90 суток после внесения мелиорантов [29]. 



ЮГ РОССИИ: ЭКОЛОГИЯ, РАЗВИТИЕ Том 14 N 2 2019 
SOUTH OF RUSSIA: ECOLOGY, DEVELOPMENT Vol.14 no.2 2019 

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ 

BRIEF REPORTS 

 

 192 

Статистическая обработка данных выполнена с использованием регрессионного и 
многофакторного анализов с применением статистического пакета Statisitica 10.0. При 
обсуждении результатов учитывали статистически достоверные различия при р<0,05. 

 
ПОЛУЧЕННЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Интенсивность выделения СО2 при загрязнении почв нефтью – важный диагно-
стический показатель разложения нефти в почве. Разложение нефти сопровождается 
естественным «дыханием» аборигенной биоты и учитывается при измерении. Через 2 не-
дели после начала эксперимента эмиссия СО2 при внесении гумата натрия, нитроаммо-
фоса, мочевины при всех уровнях загрязнения нефтью не изменялась относительно кон-
трольных значений (рис. 1). Только при внесении гумата калия наблюдали отрицатель-
ную реакцию эмиссии СО2.  
 

Рис.1. Изменение интенсивности выделения СО2 при разных уровнях  
нефтезагрязнения до и после внесения гуминовых и азотных удобрений,  

% от контроля 
Fig.1. Change in the intensity of CO2 emissions at different levels of oil pollution  

before and after the introduction of humic and nitrogen fertilizers,  
% of the control values 

 
Через 30 суток эмиссия возросла при высоких дозах нефти (5 и 10%) в вариантах с 

гуматом натрия и калия в 1-3 раза, в вариантах с нитроаммофосом и мочевиной в 6-12 
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раз. Однако через 90 суток эксперимента интенсивность выделения СО2 при внесении 
азотных удобрений снижалась практически до контрольных значений. Гуминовые удоб-
рения отреагировали ингибированием эмиссии только при высоких концентрациях 
нефти. Стимуляция выделения углекислого газа обусловлена рядом факторов. Прежде 
всего активной жизнедеятельностью нефтеразрушающей биоты, выделяющей СО2 после 
переработки органики. По интенсивности выделения углекислого газа судят о разложе-
нии органического вещества в результате активной жизнедеятельности микробиоты. Че-
рез 14 суток нефтеразрушающая аборигенная биота еще не активизировалась и интен-
сивность выделения СО2 слабо отличалось от контрольного при всех уровнях загрязнения 
нефтью. Повышенная интенсивность выделения СО2 через 30 суток происходила при вы-
соких дозах нефти (5 и 10%), особенно в вариантах с внесением азотных удобрений, что 
вероятно обусловлено суммарной дыхательной интенсивностью не только почвы но и 
реакции почвы с углеродсодержащими удобрениями. Мочевина ((NH2)2CO) или амид 
угольной кислоты содержит 46% азота, 20% углерода, 26% кислорода. Почвенные бакте-
рии выделяют фермент уреазу, которая катализирует превращение мочевины в 2 молеку-
лы аммиака и углекислый газ. Нитроаммофос (NH4H2PO4 + NH4NO3) содержит в 3 раза 
меньшее количество азота (15%), но одинаковое количество оксидов фосфора и калия 
(22%). Несмотря на отсутствие в составе нитроаммофоса углерода, подобное соотноше-
ние элементов питания в этом удобрении стимулирует выделение СО2 микроорганизмами 
с учетом разложения нефти как источника углерода. 

Для оценки биохимического состояния почв при разных уровнях нефтезагрязне-
ния в условиях окислительного стресса оценивали активность каталазы, как представите-
ля класса оксидоредуктаз. На рис. 2 продемонстрировано, что активность каталазы при 
внесении нитроаммофоса существенно снижалась по сравнению с контролем: без нефти 
снижалась на 58-78%, доза нефти 1% на - 42-49%, доза нефти 5% на - 13-60%, доза нефти 
10% на - 58-66%. Для остальных веществ наблюдали большее стимулирующее действие, 
чем для нитроаммофоса на протяжении всего периода наблюдения. Гумат натрия также 
при дозе 10% нефтезагрязнении, как мочевина (89%) оказывал стимулирующее воздей-
ствие на активность каталазы через 30 суток на 22%. Через 60 суток после внесения гума-
та калия и мочевины в нефтезагрязненный чернозем при 1-5% дозах нефти активность 
каталазы была на уровне контроля. Гумат натрия снижал активность каталазы при 1-5% 
дозах нефти на 16-18%. 

При 10%-ном загрязнении нефтью гумат натрия и мочевина стимулировали ак-
тивность фермента на 29 и 159% соответственно. Через 90 суток после начала экспери-
мента способность к стимуляции активности фермента сохранилась только при дозе 
нефти 10% и внесении мочевины была простимулирована относительно контроля 71%. 
Микроорганизмы, перерабатывающие углеводороды, продуцируют огромное количество 
перекиси водорода, что приводит к повреждению клеток. Каталаза – это высокоэффек-
тивный фермент, разрушающий перекись водорода (H2O2). 

Каталаза защищает клетки реактивными формами кислорода и может быть обна-
ружена во всех аэробных микроорганизмах [30]. Стимуляция активности каталазы в 
условиях биоремедиации может быть вызвана увеличением микробной биодеградации 
легкодоступных углеводородов [4; 31]. Ферментативная активность может быть блокиро-
вана токсичными продуктами распада и повышением конкуренции с ферментом [32].  

Среди гуматов наибольшее токсическое действие отмечено при внесении гумата 
калия. Вероятно, этот процесс обусловлен тем, что гумат натрия это стимулятор роста 
растений, а гумат калия является по своему составу выраженным комплексным органо-
минеральным удобрением. При избытке органоминеральных удобрений, вероятно, инги-
бирование активности аборигенной микробиоты, что может снижать ферментативную 
активность. За первые 60 суток при дозе нефти 10% от массы почвы благоприятное дей-
ствие на активность каталазы оказал гумат натрия по сравнению с калием. Напротив, 
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азотные удобрения показали свое разительное влияние на активность каталазы. Нитро-
аммофос ингибировал активность каталазы при всех дозах нефти в течение всего периода 
наблюдения, что обусловлено замедлением выработки фермента бактериями ввиду до-
полнительного окислительного стресса, вызванного внесением нитроаммофоса. Кроме 
того, в нитроаммофосе содержится меньшее количество азота, что вызывает дисбаланс в 
соотношении азота и углерода в нефтезагрязненной почве. Напротив, мочевина стимули-
ровала выработку фермента при концентрации нефти 10% от массы почвы, что обуслов-
лено выравниванием соотношения между азотом и углеродом. 

 

Рис.2. Изменение активности каталазы при разных уровнях нефтезагрязнения 
после внесения гуминовых и азотных удобрений, % от контроля 

Fig.2. Change in catalase activity at different levels of oil pollution following  
the introduction of humic and nitrogen fertilizers, % of the control values 

 
Активность β-фруктофуранозидазы достаточно информативна при загрязнении 

почв органическими загрязнителями. Активность инвертазы через 30 суток после загряз-
нения и внесения мелиорантов как снижалась, так и повышалась по сравнению с кон-
трольным вариантом (рис. 3). При внесении гуматов натрия и калия, нитроаммофоса и 
мочевины самостоятельно без нефти наблюдали стимуляцию активности инвертазы на 
21-99%.  
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Рис.3. Изменение активности инвертазы при разных уровнях нефтезагрязнения 
после внесения гуминовых препаратов и азотных удобрений, % от контроля 

Fig.3. Change in invertase activity at different levels of oil pollution following  
the introduction of humic and nitrogen fertilizers,% of the control values 

 
Однако при дозе нефти 1% стимуляция показана только после внесения нитроам-

мофоса и гумата калия – 73 и 54% соответственно. Через 60 суток стимуляция активности 
фермента показана для всех мелиорантов при дозе нефти 1% – 65-90%. При этом на 
больших концентрациях наблюдали либо ингибирование активности (нитроаммофос), 
либо стимуляцию (гумат калия и мочевина). Через 90 суток активность фермента во всех 
вариантах с применением нитроаммофоса и мочевины была полностью ингибирована, а 
при внесении гуматов калия и натрия находилась на уровне контроля. 

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Установлено, что гуматы калия и натрия оказывали стимулирующее воздействие 
на ферментативную активность и выделение углекислого газа чернозема при дозе нефти 
1 и 5%. Напротив, азотные удобрения влияли на биологическую активность почв неоди-
наково. Активность каталазы была ингибирована после внесения нитроаммофоса, а дыха-
тельная активность и активность инвертазы была выше при небольших концентрациях 
нефти. При внесении мочевины в почву с дозой нефти 10%, наблюдали стимуляцию ак-
тивности каталазы. Таким образом, для диагностики состояния черноземов при дозах 
нефти 5-10% после внесения азотных и гуминовых мелиорантов целесообразно исполь-
зовать интенсивность выделения СО2 почвой и активность инвертазы. При более низких 
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дозах нефти 1 и 5% после внесения азотных удобрений целесообразно оценивать состоя-
ние почвы по активности каталазы. 
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