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ВЛИЯНИЕ ВЛАЖНОСТИ ПОЧВЫ НА ДЕСТРУКЦИЮ 
ФЕНАНТРЕНА И ОКТАДЕКАНА МИКРОБНО-РАСТИТЕЛЬНОЙ 
АССОЦИАЦИЕЙ НА ОСНОВЕ КЛЕВЕРА ЛУГОВОГО 

 
Изучено влияние влажности почвы на деструкцию фенантрена и октадекана микробно-
растительной ассоциацией на основе клевера лугового (Trifolium pratense L.). Обнаружено большее 
снижение концентрации углеводородов в почве при периодическом изменении ее влажности от 25 
до 35%, чем в почвах с постоянной влажностью 25 и 35%. Для объяснения стимулирующего воз-
действия на деструкцию углеводородов выдвинуто предположение, что при подсыхании почвы 
уменьшается расстояние диффузии в ней корневых выделений. В результате ризосферные микро-
организмы в отдельные периоды времени оказываются за пределами ризосферы, вне влияния ор-
ганических веществ корневых экссудатов, которые ингибируют окисление углеводородов из-за ка-
таболитной репрессии. Изученные режимы увлажнения почвы не влияли на численность почвен-
ных микроорганизмов-деструкторов. Полученные данные могут быть использованы при разработ-
ке методов очистки почв, загрязненных углеводородами. 
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EFFECT OF SOIL MOISTURE ON THE DESTRUCTION OF 
PHENANTHRENE AND OCTADECANE BY A MICROBIAL-
PLANT ASSOCIATION BASED ON A RED CLOVER 

 
The effect of soil moisture on the phenanthrene and octadecane destruction by the microbial-plant associa-
tion based on meadow clover (Trifolium pratense L.) was studied. It was found that the greatest decrease 
in the concentration of hydrocarbons in the soil was observed with a periodic change in humidity from 25 
to 35%. At the same time, the variants of experiments with constant soil moisture of 25 and 35% did not 
differ in the rate of decomposition of hydrocarbons. To explain the stimulating effect of periodic drying of 
the soil on the destruction of hydrocarbons, it has been suggested that this reduces the diffusion distance 
of root exudates. As a result, rhizosphere microorganisms in certain periods of time are outside the 
rhizosphere, outside the influence of organic substances of root exudates, which inhibit the oxidation of 
hydrocarbons due to catabolic repression. The studied soil moisture regimes did not affect the number of 
soil destructive microorganisms. The data obtained can be used in the development of methods for the pu-
rification of soils contaminated with hydrocarbons. 
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Введение 
В настоящее время использование растений для 

очистки окружающей среды от разнообразных за-
грязнителей (фиторемедиация) является перспектив-
ным направлением в биотехнологии. Эффективность 
фиторемедиации почв, загрязненных углеводорода-
ми, была показана во многих работах. Основным 
объяснением положительного влияния растений на 
деструкцию углеводородов в почве считается выделе-
ние через корни органических веществ, вследствие 
чего в прикорневой зоне почвы повышается числен-
ность и активность ассоциированных с растениями 

микроорганизмов-деструкторов [Kuiper et al., 2004; 
Kirk et al., 2005]. Однако многие вопросы взаимодей-
ствия микробно-растительных ассоциаций с загряз-
ненной почвой остаются малоизученными. Известно, 
что влажность почвы – один из важнейших экологи-
ческих факторов, влияющий на все микробиологиче-
ские процессы в почве [Звягинцев, 1987]. При этом 
влияние экологических факторов и, в частности, 
влажности почвы на деструкцию углеводородов мик-
робно-растительными ассоциациями исследовано не-
достаточно. 

Цель данной работы – оценка влияния влажно-
сти почвы на деструкцию фенантрена и октадекана 
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микробно-растительной ассоциацией на основе 
клевера лугового. 

Материал и методы исследования 
В экспериментах проростки клевера лугового 

(Trifolium pratense L.) через 5 сут. после прораста-
ния семян высаживали в среднесуглинистую дер-
ново-подзолистую почву, загрязненную октадека-
ном и фенантреном в дозах 0.1% каждого. Почву 
высушивали до воздушно-сухого состояния, про-
сеивали через сито с диаметром отверстий 2 мм. 
Семена для опытов проращивались на свету в те-
чение 5 сут. после появления корней.  

Растения выращивали в стеклянных бюксах 
диаметром 35 мм и высотой 70 мм с 10 г почвы в 
течение 12 сут. Октадекан и фенантрен вносили в 
почву в сухом виде и гомогенизировали получен-
ную смесь растиранием в ступке. Загрязненную 
почву в количестве 2 г насыпали в бюксы, в бюксы 
помещали проростки растений в количестве от 1 
до 100 штук и засыпали сверху 8 г почвы. Корни 
растений с помощью шпателя равномерно распре-
деляли в толще почвы. Для оценки влияния влаж-
ности на деструкцию углеводородов почву увлаж-
няли до 25 и 35% в зависимости от варианта опы-
та. Почву в вариантах опыта с постоянной влажно-
стью поддерживали на уровне 25 и 35% в течение 
всего эксперимента. Почву с периодически изме-
неняемой влажностью увлажняли до 35%, а через 

2 сут. бюксы открывали и подсушивали почву в 
течение 16–18 ч. до влажности 25%, затем через 2 
сут., включая время сушки, почву увлажняли до 
35%, 2-суточный цикл увлажнения-подсушивания 
повторяли до конца эксперимента. Влажность поч-
вы контролировали взвешиванием бюксов с расте-
ниями. В качестве контрольных вариантов исполь-
зовали почву с внесенными углеводородами без 
растений.  

По окончании эксперимента растения вынима-
ли из бюксов, измеряли массу и длину корней. 
Массу корней растений определяли после высуши-
вания при 70C. Среднюю толщину почвенного 
слоя вокруг корней растений (1/2 среднего рас-
стояния между корнями растений) вычисляли по 
формуле [Назаров, Шестакова, Ананьина, 2017] 

, 
где R – средняя толщина почвенного слоя вокруг 
одного корня растения (половина среднего рас-
стояния между корнями растений), мм, V – объем 
почвы в бюксе, равный 8.7 см3, h – общая длина 
корней растений в бюксе в конце опыта (см). 

Так как не было отмечено влияния влажности 
на массу и длину корней, варианты с одинаковой 
численностью растений и разной влажностью поч-
вы объединили в одну повторность. Варианты мо-
дельного опыта с высадкой растений приведены в 
таблице. 

Численность, общая биомасса и длина корней, а также средняя толщина почвенного слоя вокруг 
одного корня растения (R) в вариантах опыта через 12 сут. культивирования 

Варианты 
опыта 

Численность рас-
тений в бюксе 

Общая масса корней рас-
тений, мг/10 г почвы 

Общая длина корней 
растений, см/10 г почвы R, мм 

1 1 1.1±0.3 3.3±1.1 9.2 
2 5 4.5±0.4 15.6±2.7 4.2 
3 10 7.2±0.7 30.4±6.1 3.0 
4 50 48.2±3.4 155.3±23.8 1.3 
5 100 152.4±31.9 278.3±18.7 1.0 

 
Концентрацию октадекана и фенантрена в хло-

роформенных экстрактах измеряли на хромато-
масс-спектрометре Agilent 6890/5973N (Agilent, 
США), с кварцевой колонкой RESTEK RTx-5MS 
(Restek, США). В качестве газа-носителя исполь-
зовали гелий, скорость потока составляла 1 
мл/мин. Температура испарителя – 280°С. Про-
граммирование подъема температуры осуществля-
ли от 180 до 220°С со скоростью 5°С/мин. Иони-
зирующее напряжение источника – 70 эВ. Анализ 
хроматограмм проводили программой MSD 
ProductivityChemStation (Agilent, США). Расчет 
концентраций октадекана и фенантрена вели по 
площадям пиков в сравнении с площадью пиков 
контрольного образца. 

Численность микроорганизмов-деструкторов 
октадекана и фенантрена определяли высевом 

почвенной суспензии на агаризованную минераль-
ную среду Раймонда [Розанова, Назина, 1982] с 
добавлением в нее, соответственно, октадекана или 
фенантрена по методу [Rice, Hemmingsen, 1997] с 
последующим подсчетом общего числа выросших 
колоний, образующих вокруг себя зоны просветле-
ния в результате разрушения добавленных в среду 
углеводородов. Для микробиологического анализа 
готовили объединенный образец почвы, смешивая 
образцы всех повторностей одного варианта опы-
та. Посев проводили в 5-кратной повторности, ин-
кубировали в течение 2 недель при температуре 
27°С. Численность микроорганизмов выражали в 
количестве колониеобразующих единиц (КОЕ) на 
1 г почвы. 
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Результаты и их обсуждение 
С увеличением количества высаженных проро-

стков и массы корней в почве повышалась числен-
ность почвенных бактерий-деструкторов углеводо-
родов (рис. 1). Максимальная численность почвен-
ных микроорганизмов-деструкторов углеводородов 
отмечена в вариантах опыта 5, с наибольшим ко-

личеством посаженных проростков и массой кор-
ней в почве. В данных вариантах численность 
микроорганизмов-деструкторов октадекана была 
выше, чем в почве без растений в 5.8–6.4 раз, фе-
нантрена – в 4.6–7.0 раз. При этом почвы, разли-
чающиеся режимами увлажнения, не отличались 
между собой по численности почвенных микроор-
ганизмов-деструкторов. 

 
Рис. 1. Влияние постоянной влажности почвы 25 и 35%, а также периодически измененяемой влажности 

почвы от 25 до 35% на численность микроорганизмов-деструкторов октадекана (I) и фенантрена (II) в почве: 
1–5 – варианты опыта (см. таблица); к – почва без растений 

 
Положительное влияние растений на деструк-

цию фенантрена также возрастало с увеличением 
массы корней в почве (рис. 2). В условиях перио-
дического изменения влажности почвы в вариан-
тах 3, 4 и 5 отмечено большее снижение концен-
трации фенантрена в сравнении с теми же вариан-
тами с постоянной влажностью. Данное уменьше-
ние концентрации фенантрена при периодическом 
изменении влажности почвы не было обусловлено 
испарением углеводорода при ее подсушивании, 

так как оно не влияло на содержание фенантрена в 
конце опыта в почве без растений и в почве вари-
антов 1 и 2. Положительного воздействия микроб-
но-растительных ассоциаций на деструкцию окта-
декана не отмечено, исключение составляет вари-
ант 4 при периодическом изменении влажности 
почвы, в котором содержание данного углеводоро-
да уменьшилось в 1.4 раза по сравнению с вариан-
том с почвой без растений (рис. 2). 

 
Рис. 2. Влияние постоянной влажности почвы 25 и 35%, а также периодически измененяемой 

влажности почвы от 25 до 35% на деструкцию октадекана (I) и фенантрена (II) в почве:  
1–5 – варианты опыта (см. таблица); к – почва без растений 

 
Известно, что растения через корни выделяют 

разнообразные низкомолекулярные органические 
соединения (эксудаты): карбоновые кислоты, угле-
воды, аминокислоты и др., количество которых в 

среднем составляет от 10 до 20% в расчете на фик-
сированный растениями углерод [Curl, Truelove, 
1986]. Вследствие этого в ризосфере – почве, на-
ходящейся под влиянием корней, увеличивается 
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численность и активность ассоциированных с рас-
тениями микроорганизмов, в том числе и микроор-
ганизмов-деструкторов углеводородов, что, как 
считается, положительно воздействует на очистку 
почв от углеводородного загрязнения [Siciliano et 
al., 2003; Gerhardt et al., 2009]. 

Однако в ряде работ установлено, что добавле-
ние корневых экссудатов в почву или в среду с 
культурой бактерий увеличивает численность мик-
роорганизмов-деструкторов, но снижает скорость 
деструкции углеводородов из-за катаболитной ре-
прессии легкодоступными органическими вещест-
вами корневых выделений [Rentz, Alvarez, 
Schnoor, 2004; Cébron et al., 2011]. Ранее предло-
жена гипотеза [Назаров, Шестакова, Ананьина, 
2017], которая снимает существующие противоре-
чия в объяснениях эффекта положительного воз-
действия растений на очистку почвы от углеводо-
родов, согласно которой микроорганизмы осуще-
ствляют деструкцию углеводородов совместно с 
растениями.  

Известно, что растительные ферменты способ-
ны к разрушению и трансформации самых разно-
образных ксенобиотиков [Заалишвили и др., 2000]. 
Однако поступление углеводородов через корни и 
их деструкцию в клетках растений сильно ограни-
чивает их гидрофобность и нерастворимость в воде 
[Wild, Jones, 1992]. С другой стороны, при окисле-
нии углеводородов микроорганизмами возникают 
метаболиты с меньшей гидрофобностью и большей 
растворимостью в воде. Поэтому микроорганизмы 
являются основными деструкторами углеводоро-
дов в почве и разлагают их до соединений, кото-
рые способны усваиваться корнями растений и 
разрушаться внутри их клеток. Растения поглоща-
ют данные микробные метаболиты, тем самым ус-
коряя окисление углеводородов почвенными мик-
роорганизмами.  

Так как при окислении фенантрена микроорга-
низмами метаболиты, способные к поглощению 
растениями, образуются на более ранних этапах 
пути деструкции, чем при окислении октадекана, 
изученная микробно-растительная ассоциация в 
большей степени влияла на деструкцию в почве 
фенантена, чем октадекана [Назаров, Шестакова, 
Ананьина, 2017]. Кроме того, наиболее интенсив-
ное разложение углеводородов микробно-
растительными ассоциациями происходит, по-
видимому, в почвенных микрозонах, располагаю-
щихся на некотором расстоянии от корней расте-
ний из-за ингибирующего влияния органических 
веществ поступающих от корней. Так, например, 
средняя толщина почвенного слоя вокруг одного 
корня растения в варианте опыта 4 с периодически 
изменяемой влажностью почвы, в котором отме-
чено наибольшее снижение содержания октадека-
на, составляло 1.3 мм (таблица). Ранее были пред-

ложены следующие объяснения данного явления 
[Назаров, Шестакова, Ананьина, 2017]. 1. Данные 
микрозоны почвы находятся в удаленных от кор-
ней участках ризосферы, в которых пониженная 
концентрация органических веществ корневых вы-
делений не имеет выраженного ингибирующего 
влияния на микробную деструкцию углеводородов. 
2. Микрозоны почвы находятся за границей посту-
пления органических веществ корневых эксудатов, 
при этом увеличение скорости деструкции проис-
ходит вследствие повышения численности клеток 
бактерий-деструкторов углеводородов из-за хемо-
таксиса из ризосферы растений. 3. При периодиче-
ском подсыхании почвы уменьшается расстояние 
диффузии корневых выделений, в результате ризо-
сферные микроорганизмы в отдельные периоды 
времени оказываются за пределами ризосферы, 
вне влияния органических веществ корневых эксу-
датов.  

Очевидно, что увеличение влажности почвы 
будет способствовать диффузии органических ве-
ществ и хемотаксису бактерий-деструкторов. Од-
нако в проведенном опыте при постоянной влаж-
ности почвы увлажнение 35% не увеличивало ско-
рость деструкции углеводородов по сравнению с 
увлажнением 25%. С другой стороны, наибольшее 
снижение содержания углеводородов в почве на-
блюдалось при периодичном изменении влажности 
от 25 до 35%, что указывает на наличие стимули-
рующего действия уменьшения расстояния диффу-
зии корневых выделений при периодическом под-
сыхании почвы на деструкцию углеводородов 
микробно-растительными ассоциациями. 

Заключение 
Таким образом, обнаружено, что наибольшее 

снижение содержания углеводородов в почве на-
блюдалось именно при периодическом изменении 
влажности от 25 до 35% в сравнении с почвами с 
постоянной влажностью 25 и 35%. Для объяснения 
стимулирующего воздействия периодического из-
менения влажности почвы на деструкцию углево-
дородов выдвинуто предположение, что при этом 
уменьшается расстояние диффузии корневых вы-
делений. В результате ризосферные микроорга-
низмы в отдельные периоды времени оказываются 
за пределами ризосферы, вне влияния органиче-
ских веществ корневых экссудатов, которые инги-
бируют окисление углеводородов из-за катаболит-
ной репрессии. Изученные режимы увлажнения 
почвы не влияли на численность почвенных бакте-
рий-деструкторов. Полученные данные могут быть 
использованы при разработке методов очистки 
почв, загрязненных углеводородами. 

Работа выполнена в рамках государственного за-
дания, номер госрегистрации темы: 01201353249. 
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