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Аннотация. Целью представленного исследования являлась оценка микробиологической активности ризосферы 
растений, произрастающих в условиях нефтяного загрязнения и в присутствии биопрепаратов разного спектра 
действия. В качестве растений-фиторемедиантов были выбраны подсолнечник однолетний (Helianthus annuus L.)  
и житняк гребневидный (Agropyron cristatum L.). Для обработки почвы использовали углеводородокисляющий 
препарат «Ленойл» и два препарата неспецифического действия, оказывающие ростстимулирующее влияние: 
«Елена» и «Азолен». Для проведения биоремедиации с использованием растений была выбрана концентрация 
поллютанта в почве 4%. В результате исследования было показано, что в ризосфере растений под влиянием 
загрязнения незначительно увеличивалось общее микробное число и количество микроскопических грибов, но 
снижалась численность аминоавтотрофов и целлюлозолитиков. Внесение в почву неспецифических биопрепаратов 
активировало развитие микроорганизмов-деструкторов, несмотря на то, что микроорганизмы в составе препаратов 
не предназначены для детоксикации и очистки почвы. Под влиянием биопрепаратов в ризосфере растений 
подсолнечника и житняка отмечалось увеличение или стабилизация микробиологической активности, что может 
свидетельствовать об их положительном влиянии на микробиологические процессы, протекающие в почве, 
находящейся в условиях загрязнения. В целом в ризосфере растений Agropyron cristatum L. складывалась более 
благоприятная среда для развития таких групп бактерий, как аминоавтотрофы, целлюлозолитики, микромицеты 
и углеводородокисляющие бактерии. Среди изученных вариантов обработки почвы биопрепаратами для 
фиторемедиационных мероприятий предпочтительным является совмещение внесения в нефтезагрязненную 
почву биопрепарата «Ленойл» и посадки растений-фиторемедиантов. 
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Abstract. The present study aims to evaluate microbiological activity in the rhizosphere of plants growing under oil 
pollution conditions and in the presence of biopreparations having a different spectrum of action. Common sunflower 
(Helianthus annuus L.) and crested wheatgrass (Agropyron cristatum L.) were selected as phytoremediation plants. The 
soil was treated with the hydrocarbon-oxidizing preparation “Lenoil” and two preparations of nonspecific action having 
a growth-stimulating effect: “Elena” and “Azolen”. A soil pollutant concentration of 4% was selected for conducting 
plant-based bioremediation. The study showed a slight increase in the total microbial count and the microscopic 
fungi count in the rhizosphere of plants due to pollution, while indicating a decrease in the count of amino-autotrophs 
and cellulolytics. The introduction of non-specific biopreparations into the soil promoted the growth of destructive 
microorganisms despite the fact that microorganisms in the preparations are not designed for soil detoxification and 
decontamination. Under the effect of biopreparations, the rhizosphere of sunflower and wheatgrass plants exhibited 
an increase or stabilization of microbiological activity, which may indicate their positive effect on microbiological 
processes occurring in contaminated soil. The rhizosphere of Agropyron cristatum L. plants generally provided a 
more favorable environment for the development of such groups of bacteria as amino-autotrophs, cellulolytics, 
micromycetes, and hydrocarbon-oxidizing bacteria. Of the studied variants of soil treatment with biopreparations 
for phytoremediation purposes, it is recommended to combine the application of the “Lenoil” biopreparation and 
the planting of phytoremediation plants in oil-contaminated soil.

Keywords: oil pollution, phytoremediation, Helianthus annuus L., Agropyron cristatum L., microbial preparations, 
rhizosphere microbiota
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ВВЕДЕНИЕ
Нефть и продукты ее переработки являются частой 

причиной загрязнения почвы и, как следствие, нару-
шения структуры микробиомов и фитоценозов [1–3]. Это 
приводит к изъятию из оборота загрязненных земель, 
реабилитировать которые крайне сложно. Разработка 
эффективных методов борьбы с данным типом поллю-
тантов является перспективным направлением эколо-
гической биотехнологии. К биообъектам, применяемым 
в технологиях рекультивации почв, относятся микроор-
ганизмы, в первую очередь углеводородокисляющие, 
и растения-фиторемедианты [4–6]. Бактерии имеют 
способность утилизировать нефтяные углеводороды за 
счет активации ферментных систем и являются ведущим 
звеном в процессе детоксикации ксенобиотиков. Роль 
растений в очистке почвы от нефтяного загрязнения 
значительно сложнее. Они способны аккумулировать, 
экстрагировать, стабилизировать поллютанты, ко всему 
прочему, в их прикорневой зоне создаются условия, в 
которых активно происходит размножение и рост микро-
организмов, участвующих в деструкции углеводородов 
[7–10]. Для усиления эффективности мероприятий по 
очистке и восстановлению плодородия почвы перспек-
тивно использовать комплексные методы, включающие 
как биопрепараты, так и растения-фиторемедианты. 
Однако, так или иначе, ключевым объектом в процессе 
рекультивации остаются микроорганизмы. В связи с 
этим целью представленного исследования являлась 
оценка микробиологической активности ризосферы 
растений, произрастающих в условиях нефтяного 
загрязнения и в присутствии биопрепаратов разного 
спектра действия. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В качестве растений-фиторемедиантов нами были 

выбраны подсолнечник однолетний (Helianthus annuus L.)  
и житняк гребневидный (Agropyron cristatum L.). Под-
солнечнику предпочтение было отдано из-за его спо-
собности аккумулировать загрязнители [11]. В свою 
очередь житняк, обладая мочковатой корневой системой, 
образует дерновину [12], что увеличивает площадь, бла-
гоприятную для развития микроорганизмов. 

Для постановки опыта использовали чернозем южный 
Оренбургской области. По 400 г почвы помещали в веге-
тационные сосуды объемом 0,5 л с дренажом, загрязняли 
товарной нефтью в концентрации 4%. Повторность 
опыта была трехкратной. Спустя 30 суток, исходя из 
рекомендаций производителя, вносили биопрепараты 
из расчета 0,3 мл на 100 г почвы и производили посев 
заранее простерилизованных в хлорсодержащем рас-
творе семян растений-фиторемедиантов в количестве 
3–5 шт. в каждый сосуд. Далее сосуды помещали на 
световую площадку при 12-часовом световом дне и 
температуре 22–25 °С. Полив растений осуществляли 
через день. Для дальнейших исследований использовали 
30-суточные растения. В качестве контроля использовали 
растения, выращенные на незагрязненной почве.

Для обработки почвы применялись микробные 
препараты разнонаправленного действия. В качестве 
активного агента деструкции нефтяных углеводородов 
использовали препарат «Ленойл», в состав которого 
входят бактерии Pseudomonas turukhanskensis ИБ 1.1 
(титр не менее 1×108 КОЕ/г). Препарат «Азолен», соз-
данный на основе бактерий Azotobacter vinelandii ИБ (титр 
(4–8)×109 КОЕ/мл), представляет собой биоудобрение, 
обогащающее почву биогенным азотом, и обладает 
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фунгицидным и ростостимулирующим действием. Пре-
парат «Елена», состоящий из Pseudomonas aureofaciens 
ИБ 51 (титр (2–3)×109 КОЕ/мл), предназначен для оздо-
ровления и восстановления плодородия земли и для 
защиты растений от инфекций. Выбор данных препаратов 
обусловлен тем, что один из них представляет собой 
активные углеводородокисляющие бактерии [13], второй 
может способствовать нормализации баланса между 
азотом и углеродом, который всегда нарушен в случае 
нефтяного загрязнения1, третий же способен защитить 
растения-фиторемедианты от влияния фитопатогенных 
грибов, являющихся характерными представителями 
нарушенной почвы [14].

Почвенные образцы ризосферы получали путем 
встряхивания прилипших частиц с корней растений и 
далее счищали стерильным скальпелем с соблюдением 
условий стерильности2. Для определения микробиоло-
гической активности почвы использовали показатели 
численности микроорганизмов разных эколого-физио-
логических групп. Культивирование гетеротрофных бак-
терий, микроорганизмов, использующих минеральные 
формы азота (аминоавтотрофов), целлюлозолитических 
микроорганизмов, микроскопических грибов и угле-
водородокисляющих микроорганизмов проводили на 
следующих питательных средах: мясо-пептонный агар, 
крахмал-аммиачный агар, среда Гетчинсона, Чапека 
и Диановой – Ворошиловой соответственно3. 

Обработку результатов и построение диаграмм 
проводили с помощью лицензированного пакета про-
грамм Excel (MS Office 2010). Рассчитывали среднее 
арифметическое, ошибку средней арифметической, 
доверительный интервал. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Предварительно нами проводилось исследование 

уровня фитотоксичности почв с разным уровнем загряз-
нения в отношении выбранных растений для выяв-
ления оптимальной концентрации нефти, которая не 
будет значительно подавлять ростовые процессы и в 
которой растения будут способны выполнять функции 
фиторемедиантов. Исходная всхожесть семян житняка 
гребневидного была хуже, чем всхожесть семян подсо-
лнечника, и составляла 46%. С увеличением концен-
трации нефти для обоих растений показатель снижался 
(рис. 1). Начиная с уровня загрязнения 6% всхожесть 

снижалась на 35% и более. Также была оценена всхожесть 
семян подсолнечника под влиянием биопрепаратов. 
В результате было выявлено, что препараты «Ленойл» 
(всхожесть 65%) и «Елена» (всхожесть 57%) не оказали 
значительного влияния на прорастание семян по срав-
нению с вариантом опыта, в котором использовалась 
водопроводная вода (всхожесть 67%). Обработка пре-
паратом «Азолен» стимулировала прорастание семян 
до уровня 95%.

Рис. 1. Всхожесть семян растений-фиторемедиантов 
под влиянием разных концентраций нефти в почве

Fig. 1. Germination of seeds of phytoremediant plants under 
the influence of different oil concentrations for soil pollution

Дополнительно была проведена морфометрическая 
оценка проростков растений подсолнечника в условиях 
загрязнения почвы нефтью в разных концентрациях 
(табл. 1). Нефтяные углеводороды оказывали на растение 
токсическое действие, что выразилось в снижении длины 
как подземной, так и надземной части. Однако снижение 
параметров было неравномерным. В вариантах опыта с 
4 и 6%-м загрязнением морфометрические показатели 
несильно отличались друг от друга, в частности при уве-
личении концентрации нефти длина корня снижалась на 
31 и 37%. В связи с этим однозначно выделить уровень 
загрязнения, с которого начинается интенсивное влияние 
поллютанта, не удалось. Умеренное изменение длины 
проростков при достаточно высокой степени загрязнения 
не было связано с улучшением состояния растений: это 
явление, скорее, вызвано тем, что некоторые компо-
ненты нефти по своей химической структуре напоминают 
стимуляторы роста растений [15–17]. Также следует 
отметить обратную зависимость массы проростков от 
концентрации поллютанта в почве (см. табл. 1). 

1Биккинина А.Г. Разработка технологии рекультивации нефтезагрязненных объектов с использованием комплекса микро-
биологических препаратов: дисс. ... канд. биолог. наук: 03.00.23. Уфа, 2007. 113 с. 
2Асеева И.В., Бабьева И.П., Бызов Б.А., Гузев В.С., Добровольская Т.Г., Звягинцев Д.Г. Методы почвенной микробиологии  
и биохимии: учеб. пособие. М.: Изд-во МГУ, 1991. 304 с. 
3Практикум по микробиологии / под ред. А.И. Нетрусова: учеб. пособие. М.: ИЦ «Академия», 2005. 608 с.

Таблица 1. Морфометрические параметры растений Helianthus annuus L. под влиянием разных концентраций  
нефти в почве

Table 1. Morphometric parameters of Helianthus annuus L. plants under the influence of different oil concentrations in the soil

Показатель Контроль
Концентрация нефти, %

2 4 6 8

Длина корня, мм 58,10±3,80 40,50±4,25 36,90±1,80 29,40±1,90 17,40±1,70

Длина стебля, мм 28,10±2,45 20,50±2,10 18,80±1,90 16,80±1,50 13,80±1,25

Масса проростка, г 1,54±0,11 1,83±0,15 1,32±0,07 1,24±0,07 0,80±0,04
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Таким образом, для проведения дальнейшей био-
ремедиации с использованием растений была опре-
делена концентрация нефти в 4%. Аналогичные данные 
неоднократно были получены нами, а также другими 
исследователями [18, 19].

Использование микробных препаратов для рекуль-
тивации нефтезагрязненной почвы, безусловно, влияет 
на количественный состав аборигенной микробиоты, 
в том числе в ризосфере растений-фиторемедиантов. 
Наиболее общими показателями, характеризующими 
почвенный микробоценоз, являются значение общего 
микробного числа (ОМЧ) и численность аминоавто-
трофов. Показатель ОМЧ соответствует численности 
гетеротрофных бактерий, выросших на питательной среде 
общего назначения. Нефтяное загрязнение не оказало 
значительного влияния на количество гетеротрофных 
микроорганизмов в ризосфере подсолнечника и привело 
к стимуляции развития данной группы на 44% в прикор-
невой зоне житняка (рис. 2). После внесения препарата 
«Ленойл» ОМЧ в загрязненной почве по сравнению с 
загрязненными образцами ризосферы подсолнечника 
не изменилось, в почвенных же образцах житняка отме-
чалось незначительное снижение указанного параметра, 
что может быть отнесено к погрешностям отбора проб. 
Рядом авторов уже отмечалось подобное явление роста 
числа гетеротрофных бактерий, и объяснялось оно тем, 
что углеводороды нефти могут использоваться в качестве 
источника углерода [20, 21]. Использование препаратов 
«Елена» и «Азолен» привело к незначительной стимуляции 
роста гетеротрофных микроорганизмов в ризосфере 
житняка, показатель ОМЧ вырос по сравнению с кон-
тролем на 48 и 30% соответственно. Однако в случае 
подсолнечника влияние рекультивирующих биоагентов 
не оказало стимулирующего влияния на показатель 
ОМЧ. Наблюдаемый рост численности гетеротрофных 
бактерий может быть связаны с тем, что для некоторых 
видов почвенных бактерий в ризосфере житняка за 
счет корневых выделений создается благоприятная 
среда как в условиях загрязнения, так и в присутствии 
биопрепаратов.

Рис. 2. Численность гетеротрофных микроорганизмов 
и аминоавтотрофов в ризосфере растений в условиях 
загрязнения и рекультивации

Fig. 2. The number of heterotrophic microorganisms and 
aminoautotrophs in the rhizosphere of plants under the 
influence of pollution and bioremediation

При изучении изменения численности аминоавто-
трофов было выявлено значительное ингибирующее 
влияние на них нефти (см. рис. 2). Показатель снизился 

в 2,5 и 5 раз в ризосфере житняка и подсолнечника 
соответственно, что может быть связано с общим 
обеднением нефтезагрязненной почвы азотом [22]. 
В прикорневой зоне подсолнечника численность 
микроорганизмов, использующих минеральные формы 
азота, под влиянием биопрепаратов восстановилась 
до контрольных значений. В ризосфере житняка чис-
ленность аминоавтотрофов под влиянием препаратов 
«Елена», «Азолен» и «Ленойл» выросла в 8 раз (см. рис. 2). 
Наличие доступных минеральных форм азота способ-
ствует развитию аминоавтотрофов, что подтверждает 
положительное влияние житняка на азотный баланс в 
почве [23], а также свидетельствует о восстановлении 
нарушенного равновесия между содержанием углерода 
и азота, характерного для нефтезагрязненных почв 
[22, 24]. Также следует отметить дисбаланс в соотно-
шениях численности гетеротрофов и микроорганизмов, 
использующих минеральные формы азота, в ризосфере 
житняка. Показатель соотношения численности бактерий 
на соответствующих питательных средах (крахмал-ам-
миачный агар / мясо-пептонный агар) характеризуется 
как коэффициент минерализации [25]. Увеличение чис-
ленности аминоавтотрофов приводит к росту данного 
коэффициента, что свидетельствует об интенсивности 
процессов минерализации, которая в числе прочего 
может затрагивать компоненты нефти. Таким образом, 
обработка биопрепаратами в значительной степени 
стимулировала развитие микроорганизмов, исполь-
зующих минеральный формы азота, в ризосфере всех 
исследуемых растений-фиторемедиантов, что может 
свидетельствовать об изменении нарушенного азотного 
баланса в почве. Различий же во влиянии препаратов 
отмечено не было.

В составе прикорневой микробиоты к постоянно 
присутствующим микроорганизмам относятся пред-
ставители микроскопических грибов (микромицеты) и 
целлюлозолитиков. Из данных, представленных в табл. 2, 
видно, что численность целлюлозолитиков снизилась 
под влиянием загрязнения нефти в ризосфере под-
солнечника и житняка в 10 и 6 раз соответственно. 
Указанная группа микроорганизмов является высо-
кочувствительной к действию поллютанта, что было 
показано уже неоднократно [5, 26]. Обработка пре-
паратом «Ленойл» благоприятно повлияла на показатель 
численности целлюлозолитиков в прикорневой зоне 
житняка, однако токсическое действие полностью не 
ликвидировалось и восстановление до контрольных 
значений не произошло. Из всех препаратов в опытах 
с растениями подсолнечника на численность целлюло-
зоразрушающих микроорганизмов наиболее благопри-
ятное влияние оказал препарат «Елена». Тем не менее 
и в данном варианте опыта показатель был в 2 раза 
ниже контрольных значений.

Микроскопические грибы способны активно разви-
ваться в нарушенных почвах [27, 28], что подтвердилось 
результатами проведенного опыта. В присутствии нефти 
в почве численность микромицетов выросла в 2,3 раза 
в ризосфере подсолнечника и на 87% в ризосфере 
житняка. Обработка биопрепаратами привела к сни-
жению данного показателя в прикорневой зоне подсол-
нечника (см. табл. 2), что свидетельствует о нормализации 
соотношения бактерий и грибов в микробиоме почвы. 
Внесение препарата «Азолен» перед посевом житняка 
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не повлияло на численность микроскопических грибов. 
Препарат «Елена» оказал благоприятное воздействие 
на данный показатель, снизив этот параметр на 17% по 
сравнению с образцами загрязненной почвы. Однако 
желаемого биофунгицидного действия от данного пре-
парата получено не было.

К специфической группе микроорганизмов, развива-
ющихся в смоделированных условиях, относятся углево-
дородокисляющие бактерии. Они присутствуют в почве 
естественным образом, однако внесение питательного 
субстрата в виде нефтяных углеводородов приводит к 
росту их численности [4, 5, 29]. Аналогичные выводы 
были получены нами при анализе данной группы микро-
организмов в ризосфере растений-фиторемедиантов 
(см. табл. 2). Внесение в почву товарной нефти привело 
к увеличению показателя в 7 и 21 раз в ризосфере под-
солнечника и житняка соответственно. Значительного 
роста углеводородокисляющих микроорганизмов после 
применения неспецифического биопрепарата «Азолен» 
отмечено не было. В образцах, обработанных препаратом 
«Ленойл», зарегистрированы максимальные значения 
численности данной группы микроорганизмов. Досто-
верной разницы между показателями в прикорневой 
зоне подсолнечника и житняка не выявлено. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, в результате предварительных иссле-

дований фитотоксичности различных концентраций нефти 
в отношении изучаемых растений было определено, 

что для проведения фиторемедиации содержание 
поллютанта может составлять 4% от массы почвы без 
существенного негативного влияния на растения. 

В результате оценки численности разных групп микро-
организмов в ризосфере растений Helianthus annuus 
L. и Agropyron cristatum L. отмечалось увеличение или 
стабилизация микробиологической активности при обра-
ботке нефтезагрязненной почвы всеми исследуемыми 
биопрепаратами, что может свидетельствовать об их 
положительном влиянии на микробиологические про-
цессы, протекающие в почве, находящейся в условиях 
загрязнения. В целом в ризосфере растений Agropyron 
cristatum L. складывалась более благоприятная среда 
для развития таких групп бактерий, как аминоавтотрофы, 
целлюлозолитики, микромицеты и углеводородокисляющие 
бактерии. Это может быть связано со спецификой как 
самой корневой системы растения, так и прикорневых 
выделений, характерных для растений семейства Злаки. 

Из представленных вариантов обработки почвы для 
ее восстановления и очищения от нефтяного загряз-
нения наиболее предпочтительным оказалось совме-
щение внесения в загрязненную почву биопрепарата 
«Ленойл» и выращивания растений-фиторемедиантов. 
В данном случае происходило усиление потенциала 
предложенного способа рекультивации в результате 
внесения углеводородокисляющих микроорганизмов в 
виде биопрепарата, а также вследствие растительно-ми-
кробного взаимодействия, которое вносит большой 
вклад в процессы детоксикации поллютантов [6, 9, 21].
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