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Аннотация

Изучен спектр ответных реакций микробного сообщества серой лесной почвы на
внесение органических отходов, характеризующихся разным уровнем загрязнения. С
использованием результатов корреляционного анализа обоснован выбор критериев,
пригодных для экспериментального определения допустимой нагрузки многокомпо-
нентных органических отходов на почвенные сообщества.

Введение

Увеличивающаяся информация о риске загрязнения почв различными ток-
сикантами в совокупности с ужесточением законодательства в области охраны
окружающей среды требует конкретизации методов биологической оценки
почв, основанных на использовании эндогенной микрофлоры, которые позво-
ляют выявить загрязнение на ранней стадии, осуществить мониторинг измене-
ния состояния экосистем, а также оценить допустимую антропогенную нагруз-
ку на почвенный биоценоз. В настоящее время оценка антропогенной нагрузки,
в основном, базируется на расчете количества индивидуальных токсикантов.
Такой подход не позволяет ни оценить негативный эффект смеси токсикантов,
ни принять во внимание биодоступность токсичных веществ. В этом плане
биологический анализ является альтернативой, поскольку представляет собой
инструмент, позволяющий оценить эффекты биодоступной фракции взаимо-
действующих токсикантов в комплексной матрице окружающей среды [1]. К
числу наиболее часто упоминаемых токсикантов относятся металлы, для кото-
рых во многих странах установлены предельные содержания в почвах [2, 3].
Почвы могут быть загрязнены металлами, поступающими из различных источ-
ников, одним из них является обработка почв осадками сточных вод. В послед-
ние годы увеличение объемов сточных вод, подлежащих очистке, существенно
увеличило и количество образующихся органических отходов – осадков, что
предопределило сложности в их утилизации [3–6].

Осадки сточных вод являются хорошим почвоулучшителем в сельском,
лесном хозяйствах, при рекультивации почв, так как содержат большое коли-
чество органогенных элементов. Основной их недостаток – присутствие вред-
ных металлов, а также большого количества органических токсикантов, кото-
рые могут подвергаться биоаккумуляции или вызывать почвенный токсикоз.
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Поскольку в случае многокомпонентных образований, таких, как осадки, оче-
видна невозможность химического анализа всех их компонентов, равно как и в
почве, обработанной ими, приоритет должен быть отдан биологическим мето-
дам анализа. Более того, ответная реакция сообществ организмов должна слу-
жить основой для установления допустимой нагрузки в отношении осадков
сточных вод еще и потому, что осадки оказывают на почву двойственный эф-
фект за счет одновременного внесения органического вещества и токсичных
элементов.

В данном исследовании проведен скрининг критериев, характеризующих
ответную реакцию почвенного микробного сообщества с целью выявления
наиболее пригодных для экспериментального определения допустимой нагруз-
ки многокомпонентных органических отходов на почвенные сообщества.

1. Материалы и методы исследования

В лабораторных экспериментах использовали модельные образцы осадков
сточных вод, основу которых составил реальный осадок станции очистки
г. Казани. После определения компонентного состава реального осадка в него
были добавлены в виде растворимых солей металлы (Hg, Cd, Ni, Pb, Cr, Cu, Mn,
Zn и As) с таким расчетом, чтобы их содержание достигло предусмотренного
СанПиН 2.1.7.573-96, а также превышало его в 5, 10 и 20 раз в результате были
получены образцы ОСВ1, ОСВ5, ОСВ10 и ОСВ20. После инкубирования образ-
цов осадков в течение месяца в термостате при температуре 28ºС осадки вно-
сили в почву в соотношении 1:150 и помещали в стеклянные инкубационные
сосуды, вмещающие 1 кг смеси. Смесь инкубировали в течение 30 суток при
28ºС в темноте. В итоге было получено четыре образца почвы с внесенными
осадками сточных вод (П1, П5, П10 и П20), а также контрольный образец, в кото-
рый осадок не вносили (Пк). Характеристика образцов представлена в табл. 1.
Анализ образцов осуществляли на 30-е сутки инкубации.

Измерение углерода микробной биомассы проводили экстракционно-фу-
мигационным методом [7]. Измерение интенсивности дыхания необогащенной
почвы (Vbasal) определяли по выделению CO2, который улавливали щелочью [8].
Метаболический коэффициент (qCO2) рассчитывали как отношение дыхания
необогащенной почвы Vbasal к уровню микробной биомассы [9]. Определение
потенциальной активности азотфиксации осуществляли ацетиленовым мето-
дом [10]. Дегидрогеназную активность почвы определяли методом Ленарда в
модификации Колешко [11]. Протеолитическую активность почвы определяли
методом Галстяна и Арутюняна [11]. Уреазную активность почвы определяли
методом Галстяна [11]. Интенсивность разложения целлюлозы определяли по
убыли веса хлопчатобумажного полотна [10].

Численность микроорганизмов различных групп определяли методом по-
сева на плотные питательные среды: мясо-пептонный агар – МПА (гетеро-
трофные бактерии), крахмало-аммиачный агар – КАА (стрептомицеты), среда
Чапека (микромицеты), почвенный агар – ПА (автохтонные микроорганизмы)
[10]. Содержание в почве бактерий рода Azotobacter определяли методом ко-
мочков обрастания на среде Эшби [12].
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Табл. 1
Характеристика образцов серой лесной почвы после внесения модельных осадков

сточных вод и контрольного образца

ОбразецПоказа-
тель

Пк П1 П5 П10 П20

Cорг., % 0.8 ± 0.12 1.0 ± 0.2 0.9 ± 0.2 0.9 ± 0.14 1.0 ± 0.1
рН, Н2О 7.1 ± 0.05 7.1 ± 0.1 7.0 ± 0.1 7.05 ± 0.1 6.9 ± 0.05

Содержание металла, мг/кг сухого вещества
Zn 30 ± 7 51 ± 9 125 ± 22 284 ± 74 520 ± 124
Cd 0.2 ± 0.03 0.3 ± 0.08 1.4 ± 0.12 2.4 ± 0.6 6 ± 1.1
Pb 11 ± 3 12 ± 2 40 ± 8 65 ± 12 120 ± 28
Hg 0.06 ± 0.01 0.11 ± 0.02 0.4 ± 0.05 0.9 ± 0.04 1.8 ± 0.2
Cu 25 ± 4 42 ± 7 75 ± 18 95 ± 21 185 ± 55
Ni 13 ± 4 12 ± 4 28 ± 6 32 ± 8 78 ± 16
As 1.6 ± 0.2 1.7 ± 0.3 2.1 ± 0.3 2.8 ± 0.5 4 ± 0.8
Cr 51 ± 11 59 ± 13 113 ± 22 130 ± 29 140 ± 33
Mn 140 ± 28 150 ± 29 290 ± 61 310 ± 78 460 ± 114

Значения рН определяли потенциометрическим методом в водном (1:1) и
солевом 1.0 М KCl (1:25) экстрактах. Содержание органического углерода оп-
ределяли мокрым окислением 0.167 M K2Cr2O7 с последующим титрованием
0.1M (NH4)2Fe(SO4)2⋅6H2O [13].

Валовое содержание металлов в почвах, осадках, отходах и растениях оп-
ределяли после мокрого окисления образца концентрированной HNO3 и 3%
H2O2.

Измерение всех параметров проводили не менее чем в трехкратной по-
вторности. Статистическую обработку результатов проводили с помощью
электронных таблиц Excell и программы Origin 7.0. Достоверность различий
полученных результатов оценивали с использованием коэффициента Стьюден-
та ( 0.05)P < . Взаимосвязь ряда факторов устанавливали посредством расчета
коэффициента корреляции.

2. Результаты и обсуждение

Одним из основных показателей, характеризующих воздействие антропо-
генных факторов на микробные сообщества, является углерод микробной био-
массы (Смикр) [2, 14–16]. В используемой нами серой лесной почве (контроль-
ный вариант) запасы общей микробной биомассы составили 0.74–0.83 мгС/г
(табл. 2). На 30 сутки исследования микробная биомасса в вариантах П1, П5 и
П10 составила около 60% от уровня контрольного варианта. Биомасса в вариан-
те П20 составила лишь 20% от контрольного варианта. Выявлена обратно про-
порциональная зависимость уровня микробной биомассы и содержания метал-
лов ( 0.87).R = −  В литературе представлены данные об использовании этого
критерия в лабораторных опытах. В целом, авторы свидетельствуют о том, что
внесение осадков, загрязненных высоким количеством металлов [17, 18], дей-
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ствует негативно на уровень микробной биомассы. Однако есть и данные
о том, что внесение осадка, содержащего Zn в количестве 2000 мг/кг, не приво-
дило к достоверному снижению уровня микробной биомассы [19].

Табл. 2
Значения фактологических критериев состояния серой лесной почвы,

обработанной различно загрязненными осадками сточных вод

ЧисленностьВари-
ант ГБ*,

КОЕ ⋅ 1010 г–1
М,

КОЕ ⋅ 106 г-1
А,

КОЕ ⋅ 106 г–1 Az, %
ОМБ,
мгС г-1

Пк 319 ± 95 115 ± 33 230 ± 69 37 ± 8 0.89 ± 0.22
П1 63 ± 12 126 ± 29 105 ± 28 40 ± 12 0.52 ± 0.16
П5 124 ± 36 148 ± 36 150 ± 41 29 ± 11 0.55 ± 0.17
П10 62 ± 15 251 ± 66 260 ± 62 20 ± 7 0.55 ± 0.12
П20 30 ± 9 573 ± 133 245 ± 61 2 ± 0.5 0.15 ± 0.03

*ГБ – гетеротрофные бактерии
  М – микромицеты
  А – актиномицеты
  Az – бактерии рода Azotobacter
  ОМБ – общая микробная биомасса

Почвенное микробное дыхание является одним из наиболее часто исполь-
зуемых параметров для измерения микробиологической активности. Внесение
модельных образцов осадков в почву существенно не изменило дыхательную
активность микробных сообществ (табл. 3). Через 30 суток после внесения
осадков сточных вод уровень базального дыхания остается выше контрольного
варианта. Необходимо отметить, что в литературе представлены достаточно
противоречивые данные об ответной реакции микроорганизмов на действие
индивидуальных металлов в плане изменения респираторной активности [20].
Так, Rost c соавторами [19] обнаружил обратную зависимость респираторной
активности от дозы внесенного Zn: внесение осадка, содержащего металл, при-
водит к снижению респираторной активности за счет элиминации наиболее
активной части микроорганизмов, которая представляет собой незначительную
часть микробной биомассы. Однако, в основном, авторы свидетельствуют о
том, что увеличивающиеся дозы металлов приводят к увеличению дыхания,
что свидетельствует об их негативном влиянии на микробное сообщество и его
стрессе [2, 17, 18].

Метаболический коэффициент (qCO2) является отношением между дыха-
нием и микробной биомассой, то есть представляет удельную метаболическую
активность и может быть показателем неблагоприятных условий окружающей
среды [9]. По изменению значения qCO2, в частности, по увеличению, можно
судить о нарушении устойчивого состояния почвы или, другими словами, о
нарушении устойчивости почв. Метаболический коэффициент в случае кон-
трольного варианта составил 1.9 на 30 сутки измерения (табл. 2). Установлено,
что внесение модельных образцов осадков приводит к увеличению qCO2. Мак-
симальное значение метаболического коэффициента выявлено для образца П20,
содержащего максимальное количество металлов. Обнаружена прямая корре-
ляция между содержанием металлов в образцах и уровнем метаболического
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коэффициента ( 0.91)R = . Полученные данные о прямой корреляции между
уровнем qCO2 и содержанием металлов в образцах согласуются с результатами
[18]. Согласно современным представлениям такое увеличение метаболическо-
го коэффициента означает стресс почвенного микробного сообщества, по-
скольку любое нарушение экосистемы сопровождается перераспределением
энергии, когда большая ее часть расходуется на поддержание клеток [2, 18, 21,
22]. Одновременно существует мнение о том, что трактовать увеличение qCO2

с позиций энергетической оптимизации возможно только в условиях долговре-
менного полевого эксперимента, когда микробное сообщество находится в ста-
бильном состоянии [20]. В случае же лабораторных исследований причины
увеличения qCO2 могут быть несколько иными. Так, токсичные металлы уби-
вают часть микроорганизмов, результатом чего является резкое увеличение
процесса разложения микробных клеток. Именно это само по себе вызывает
увеличение qCO2.

Фиксация атмосферного азота – процесс, осуществляемый только прока-
риотами, обладающими ферментом нитрогеназой. Такая активность встречает-
ся у свободноживущих гетеротрофных бактерий, фототрофных цианобактерий
и организмов, фиксирующих N2  в симбиотической ассоциации с растениями.
Оценка влияния возрастающих концентраций металлов на нитрогеназную ак-
тивность гетеротрофных микроорганизмов позволила выявить высокую чувст-
вительность указанного параметра. Действительно, как видно из табл. 3, в слу-
чае образцов П10 и П20 через 30 суток отмечено полное подавление фиксации
N2. В литературе широко обсуждается вопрос о целесообразности использова-
ния гетеротрофной фиксации N2 как биологического индикатора почвенного
загрязнения тяжелыми металлами и о чувствительности данного метода [2, 22,
23]. Результаты проведенных исследований свидетельствуют о достаточной
чувствительности гетеротрофных диазотрофов, что позволяет рекомендовать
применение указанного метода в оценке состояния почв, обработанных осад-
ками.

К числу свободноживущих азотфиксаторов относятся бактерии рода
Azotobacter, наличие которых является индикатором благоприятных свойств
почвы. Анализ численности азотобактера продемонстрировал зависимость,
сходную с таковой для гетеротрофной азотфиксации (табл. 2). Достоверное
снижение численности через 30 суток после внесения осадков установлено в
случае образцов П10 и П20. Коэффициент корреляции между суммарным содер-
жанием металлов и численностью азотобактера составил 0.99− .

Оценку влияния ОСВ на структуру микробного сообщества почвы осуще-
ствляли на основе фактологических критериев, включающих численность ос-
новных групп микроорганизмов – бактерий, грибов и актиномицетов (табл. 2).
Исходный почвенный образец на 30 сутки исследования был представлен сле-
дующими показателями этих критериев: численность бактерий, характеризую-
щих гетеротрофный пул, учитываемых на среде МПА, – 319,5⋅1010  КОЕ/г; ко-
личество жизнеспособных пропагул микромицетов – 1156⋅105 КОЕ/г; стрепто-
мицетов – 230⋅106 КОЕ/г. В результате анализа соотношения основных физио-
логических групп установлено снижение численности бактерий во всех опыт-
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ных вариантах на 60–90% по сравнению с контрольным вариантом. По сравне-
нию с исходным количеством отмечено увеличение численности актиномице-
тов и микромицетов во всех опытных вариантах. При этом не обнаружено дос-
товерной зависимости численности последних групп микроорганизмов от со-
держания металлов в почвенных образцах.

Оценку влияния ОСВ на ферментативную активность почв осуществляли
на основе определения дегидрогеназной, протеазной и целлюлолитической ак-
тивностей. Через 30 суток инкубирования уровень дегидрогеназной активности
в опытных вариантах снижался, однако достоверного дозо-зависимого эффекта
обнаружено не было (табл. 3).

Не установлено достоверного влияния возрастающих концентраций метал-
лов в составе ОСВ и в случае анализа протеолитической активности почвы
(табл. 3). К 30 суткам отмечалось даже увеличение показателя относительно
образца без добавления осадка, за исключением образца П20, уровень почвен-
ной активности которого был соизмерим с уровнем в контрольном варианте.

При оценке целлюлолитической активности на основе определения интен-
сивности разложения хлопчатобумажного полотна установлено, что внесение
осадков с увеличивающимся содержанием металлов не снижало целлюлолити-
ческой активности, а напротив стимулировало ее (табл. 3). Более того, выявлен
прямой дозозависимой эффект с коэффициентом корреляции 0.93. Это может
быть связано с перераспределением в структуре микробного сообщества в сто-
рону более устойчивых организмов – микромицетов и актиномицетов. Именно
эти организмы являются основными деструкторами сложных биополимеров в
почве.

Для того чтобы выявить критерии, наиболее адекватно отражающие влия-
ние ОСВ на состояние почвы, проведен корреляционный анализ результатов,
полученных на 30 сутки инкубации образцов. Данные представлены в табл. 4.
На основании значений коэффициентов корреляции можно заключить, что
наиболее адекватно отражали воздействие токсичных компонентов ОСВ на со-
общество серой лесной почвы такие критерии, как углерод микробной биомас-
сы ( 0.86),R = −  метаболический коэффициент ( 0.91),R =  активность процесса
азотфиксации ( 0.87)R = −  и численность бактерий рода Azotobacter ( 0.99).R = −
Такие критерии, как ферментативная активность почвы численность отдельных
групп микроорганизмов, широко рекомендуемые в биологической диагностике
почв, загрязненных металлами, оказались не пригодными в случае внесения в
почву металлов в составе ОСВ.

Summary

S.Yu. Selivanovskaya, S.N. Kiyamova, V.Z. Latypova. Selection of the indexes for
experimental determination of the load of the organic wastes on soil microbial communities.

Response of microbial communities of the grey forest soil on the amendment of the soil
with organic waste was studied. Selection of the parameters suitable for the experimental
estimation of the permissible load of the multicomponent organic waste on the soil microbial
communities were proved by means of correlation analysis.
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