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Почвенные микроорганизмы составляют зна-
чительную часть любой экологической системы, 
включающей почву, и активно участвуют в ее жиз-
недеятельности. Почва обладает высокой буферной 
способностью (т.е. долгое время может не изменять 
своих свойств под воздействием загрязнителей). 
Микроорганизмы почв обладают высокой чув-
ствительностью к антропогенному воздействию. 
Поэтому они являются хорошими индикаторами 
загрязненности окружающей среды [6].

Почвенные микроорганизмы, обладая ши-
рокой экологической приспособляемостью, 
выполняют громадную работу по деструкции 
попадающих в почву веществ, регулируя состав 
воздушного потока почв, содержание и доступ-
ность биогенных веществ, необходимых для роста 
и развития растений [3].

В настоящее время необходим серьёзный кон-
троль (мониторинг) за состоянием окружающей 
среды и охраной её компонентов.

Несмотря на большое количество работ, 
посвященных вопросу оценки воздействия хи-
мических веществ на почвы, остается неясной. 
Вследствие этого в ходе работы изучается дей-
ствие веществ (на примере толуола) на почву.

Целью работы является изучение влияниято-
луола на почвенные микроорганизмы.

Практически сразу после получения толуола 
(выделяется в процессе перегонки древесной 
смолы) ученые установили, что это химическое 
вещество обладает не только полезными свой-
ствами, что позволяет его использовать в различ-
ных сферах науки и химического производства, 
но и является сильнодействующим ядом (класс 
опасности – третий, т.е. токсичен для человека 
и пагубно влияет на организм) [2]. Загрязнение 
толуолом характерно для мест слива промышлен-
ных отходов и зон промышленных свалок.

Для проведения эксперимента был проведен 
отбор, подготовка и анализ почвы (чернозем 

выщелоченный), взятых с пробных площадок 
паспортизированного поля.

Отбор почвы проводили в соответствии с 
ГОСТ 28168-89[1]. С каждых 40 га паспортизиро-
ванного поля методом маршрутных ходов были 
отобраны на глубину пахотного слоя (до 35 см) 
смешанные пробы (каждая из 40 индивидуальных 
проб). Смешанные пробы помещали в чистые 
полипропиленовые мешки по 25-30 кг; мешки 
маркировались. 

Испытания проводили в весенне-летний 
период в статических условиях. Почву про-
сеивали, увлажняли, затем вносили суспензию 
загрязнителя, проводили объемное рыхление. 
После этапа «старения» почвы вносили сорбент 
в необходимом  количестве. Сорбент вводили в 
почву в сухом виде, затем проводили объемное 
рыхление на всю глубину контейнера. После опе-
рации рыхления на поверхность почвы вносили 
суспензии деструктора. Загрязнитель (толуол) 
вносили в почву в виде суспензии.

Для изучения влияния толуола на почвенную 
микрофлору в почву вносили 3, 30 и 300 мг/кг то-
луола, что соответствовало 10, 100 и 1000 доз ПДК.

Микробиологическими исследованиями 
проб почвы в различные интервалы времени 
установлено, что внесение в почву толуола сти-
мулировало рост и размножение гетеротрофных 
бактерий. Как видно из рисунка 1на пятые сутки 
численность бактерий в пробах почвы с ксеноби-
отиком увеличивалась в 3-5 раз по сравнению с 
контролем, при этом выявлена зависимость раз-
множения бактерий от дозы препарата. Особенно 
высокое содержание микробов (480%) отмечено в 
почве, содержащей максимальную концентрацию 
(1000 ПДК). Количественные показатели бакте-
рий в пробах почвы, содержащей 10 и 100 ПДК 
толуола, численно совпадали и составляли 345% 
от контроля. К 30 дню содержание микробов в по-
чве несколько снижалось, но, тем не менее, оста-
валось довольно высоким. Это дает основание 
полагать, что толуол способствовал активному 
размножению гетеротрофных бактерий.

Совершенно иная динамика изменения 
численности наблюдалась у актиномицетов. В 
первые дни контакта с химикатом их количество 
оставалось на исходном уровне, но к 30 дню про-
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изошло нарастание численности в условиях вне-
сения всех трех доз ПДК. При этом интенсивное 
накопление актиномицетов наблюдалось при 
внесении повышенных доз ПДК Влияние раз-
личных доз толуола на численность актиномицет 
представлена на рис. 2. 

Еще большее токсическое действие в первые 
дни контакта толуол оказывал на плесневые 
грибы, поскольку их содержание в пробах по-
чвы снизилось на 30 – 80 %. Однако при даль-
нейших наблюдениях численность грибов не 
только восстанавливалась, но даже превысила 
контрольные показатели. При этом восстанов-
ление численности происходило в основном 
родов Mucorи Penicillium. В пробе, содержащей 
1000 ПДК, численность восстанавливалась с 
меньшей интенсивностью. Влияние различных 
доз толуола на численность плесневых грибов 
представлена на рис. 3.

После 8 пассажей в новую питательную среду 
из культуральной жидкости с накопительной 

культурой производили высев на чашки Петри с 
элективной твердой агаризованной средой М9 + 
толуол и отбирали изолированные колонии. Таким 
образом удалось получить 6 изолятов, устойчивых 
к ксилолу в концентрации 150 мг/л, которые  были 
исследованы на способность к деструкции в усло-
виях непрерывного культивирования в аэробных 
условиях на минеральной среде М9. Выделенные 6 
штаммов бактерий были обозначены под шифра-
ми  Тл 1, Тл 2, Тл 3, Тл 4, Тл 5 и Тл 6. При микроско-
пическом изучении видов бактерий установлено, 
что это мелкие грамотрицательные палочки  бак-
терий, образующие на агаре мелкие, блестящие, 
гладкие, с однородной структурой, мягкой кон-
систенцией, светлые выпуклые колонии с ровным 
краем. Результаты микроскопического изучения 
выделенных штаммов деструкторов толуола пред-
ставлены на рис. 4. Определение систематического 
положения отобранных штаммов проводится в 
соответствии с определителем бактерий Берги [4] 
по настоящее время.

Рис. 1. Влияние различных доз толуола на численность гетеротрофных бактерий
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Рис. 2. Влияние различных доз толуола на численность актиномицетов

Рис. 3. Влияние различных доз толуола на численность плесневых грибов
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В связи с тем, что толуол как ксилол и фенол 
достаточно сложно поддается трансформации и 
не способен подвергаться полной минерализации 
только одним штаммом, мы использовали весь 
консорциум устойчивых штаммов при анализе 
деструкции.

Деструкцию наблюдали в условиях непре-
рывного культивирования штаммов в колбах 
Эрленмейера со 100 мл жидкой среды М9, в ко-
торую вносили толуол в качестве единственного 
источника углерода и энергии в концентрациях 
150 мг/л. Инкубацию культуры проводили при +28 
0 C в течение 4 суток в условиях аэрации в шейкер-
инкубаторе при частоте вращения платформы 
50-70 оборотов/минуту Определение толуола 
проводили в соответствии с методическими ука-
заниями (определение массовых долей бензола 
и толуола в пробах почвы) [5].

Анализ результатов, приведенных на рисунке 
5, показал, в течение 4 суток произошло снижение 
концентрации толуола на 50 %, затем рост культу-
ры прекращался, в связи, с чем для эффективной 

работы консорциума необходимо проведение 
оптимизации условий биодеградации толуола.

Таким образом, полученные результаты по-
казывают характер влияния различных доз то-
луола на состав и функционирование комплекса 
почвенных микроорганизмов, а также вскрывают 
механизм воздействия толуола на почвенную-
микробиоту, связанный с ее устойчивостью и 
проявлением токсикоза почвы. Предлагаемые 
микробиально-биологические и биохимические 
показатели можно использовать при диагностике 
техногенно-нарушенных почв.
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