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Досліджено вплив рослин Carex hirta на мікрофлору нафтозабрудненого ґрун-
ту. Виявлено деякі групи мікроорганізмів за допомогою модифікованого методу об-
ростання скелець. Встановлено позитивний вплив рослин Carex hirta на мікрофло-
ру ґрунту, забрудненого нафтою (50 г/кг).
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ВСТУП
Вуглеводні нафти визнані у світі пріоритетними забруднювальними речовинами 

ґрунту [9]. Ґрунт має ключове значення для існування наземних екосистем. Він є цен-
тральною ланкою біотичної трансформації речовини і головним депо забруднюваль-
них речовин. Техногенний вплив за потужністю дії можна порівняти з основними при-
родними факторами ґрунтоутворення, проте в окремих випадках він сильніший. Тому 
головною проблемою є стійкість ґрунтів і напрям їхньої еволюції у процесі техногенезу. 

Ґрунт виконує своє функціональне призначення як геохімічний бар’єр. Здатність 
здійснювати бар’єрну функцію визначається стійкістю до забруднення системи 
ґрунт-ґрунтові води; здатність перешкоджати надходженню токсикантів до біологіч-
ного кругообігу – стійкістю системи ґрунт-рослина; здатність забезпечувати умови 
мешкання організмів – стійкістю ґрунтового мікробіоценозу [3].

Існує так званий „поріг стійкості” ґрунту [18], „діапазон стійкості” [17], або „таксо-
номічний діапазон толерантності” [19], який відповідає тому чи іншому обсягові й ха-
рактерові зовнішніх впливів, вище якого ґрунт еволюціонує до нового стану із набут-
тям інших якостей і режимів функціонування.

Про „здоров’я” ґрунту свідчить активність його мікрофлори. Ґрунтові мікроорга-
нізми здатні чутливо реагувати на зміну умов середовища, екологічного стану ґрун-
ту в умовах антропогенного навантаження, що супроводжується перебудовою в мі-
кробному ценозі та його функціональній діяльності [6]. 

Біологічний метод очищення – біоремедіація – передбачає використання потен-
ціалу мікроорганізмів-деструкторів, здатних повністю розкладати речовини-забруд-
ню вачі. У нафтозабрудненому ґрунті було виділено такі роди мікроорганізмів: Micro-
coccus, Pseudomonas, Acinetobacter, Proteus, Bacillus, Actinomyces, Corynebac terium, 
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Enterobacter, Brevibacterium і Citrobacter [21]. Для мікрофлори ґрунту нафта виступає,  
з одного боку, як джерело вуглецю, а з іншого – як стороння речовина з токсичними 
властивостями. Внаслідок цього, залежно від рівня навантаження, нафтове забруд-
нення може викликати як посилення активності певних груп мікроорганізмів, так і їхнє 
пригнічення. Перевага одного з цих процесів визначається якісним складом нафти,  
її кількістю і терміном перебування у ґрунті. 

Однак біоремедіацію використовують лише у 5–10% випадків очищення забруд-
нених територій. Одна з причин обмеженого застосування біоремедіації – підвище-
на токсичність забруднених ґрунтів для мікроорганізмів-деструкторів, когезія нафто-
вих молекул і їхня мала розчинність. Тому найкращих результатів можна досягти  
в комплексі з рослинами, які створюють своїми підземними органами сприятливі 
умови для росту мікроорганізмів.

Walton та ін. [36] висунули гіпотезу про те, що стійкість рослин до забруднювача 
може бути викликана мікроорганізмами ризосфери, які розкладають цей забрудню-
вач. Колонії мікроорганізмів і їхня дія можуть бути у 5–100 разів більшими в ризо-
сферній зоні, ніж за її межами [23]. Позитивна дія ризосфери пояснюється кореневи-
ми виділеннями рослин, які стимулюють розвиток мікроорганізмів у прикореневій 
зоні [14, 37]. Видовий склад ризосферної мікрофлори визначається складом корене-
вих виділень, специфічних для кожної рослини [13, 35].

Взаємозв’язки між рослинами та мікроорганізмами їхньої ризосфери регулю-
ються специфічними рослинними і бактеріальними генами [2]. Співіснування рослин  
і мікроорганізмів розглядається як функціонування єдиної (загальної) генетичної 
системи, котра є новою спільнотою мікро- і макроорганізмів [11]. 

Тому метою наших досліджень було вивчення мікробних угруповань і динаміки 
їхнього росту на нафтозабрудненому ґрунті у ризосферній зоні рослин C. hirta, для 
подальшого наукового обґрунтування комплексу рекультиваційних заходів у склад-
них екологічних ситуаціях.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ
На території міста Борислава було закладено на дослідній площі розміром 30 м2 

модельні польові досліди (травень 2009 р.). У рови (дно яких вистелено поліети ле-
новою плівкою з дірками) розміром 4×1×0,25 м вносили по 1000 кг ґрунту (вологість 
ґрунту на час зважування становила 15%). Одна ділянка була контролем – чистий 
дерново-підзолистий ґрунт міста Борислава. Інша, дослідна ділянка – цей той самий 
ґрунт, але із внесенням у нього нафти з розрахунку 50 г нафти на 1 кг ґрунту. Через 
20 днів після внесення нафти у ґрунт (необхідний термін для вивітрювання летких 
токсичних нафтопродуктів) [15] висаджували вегетативні особини Carex hirta, 
попередньо викопані з чистої території. Рослини були однакові за віком і розмірами. 
Вологість ґрунту підтримували у межах 60% від повної вологоємності. Дана вологість 
сприяє найкращому розвиткові мікроорганізмів ґрунту [33].

Для опису динамічних змін мікробних пейзажів у чистому ґрунті і нафтозабрудне-
ному використовували модифікований метод скелець обростання Холодного [16]. На 
поверхні ґрунту робили ножем перпендикулярний розріз. У нього вставляли чисті 
знежирені (спирт з ефіром 1:1) предметні скельця. Їх щільно притискали до ґрунту на 
3–4 см нижче поверхні, засипали землею. Скельця закладали відразу після виливу 
нафти паралельно вздовж усієї ділянки. Коли була висаджена осока шорстковоло-
систа, то частина скелець містилася у ризосферній зоні C. hirta, інша – у ділянках 
ґрунту, де не було рослин.
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Періодично – через 10, 20, 30, 40, 50, 60 діб – витягували по двоє паралельних 
скелець із чистого ґрунту і ґрунту, забрудненого нафтою, фарбували за Грамом і під-
давали мікробіологічному аналізу [16].

Для кількісної характеристики мікроорганізмів на скельці визначали площу 
скельця (Р) і площу поля зору (р), обчислювали коефіцієнт К (Р/р=К), на який множи-
ли середню кількість колоній у полі зору. Для виведення середньої кількості колонії 
підраховували у 25 полях зору. Підрахунки проводили у трикратній повторності.

Морфометричні виміри й анатомічні дослідження проводили за загальнопри-
йнятими методиками [4, 7].

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕННЯ І ЇХНЄ ОБГОВОРЕННЯ
Антропогенне навантаження на ґрунт у вигляді розливів нафти призводить до 

порушення функціонування ґрунтових угруповань мікроорганізмів. Нафтове забруд-
нення викликає перебудову у структурі угруповання мікроорганізмів ґрунту (перехід 
із зони гомеостазу в зону резистентності).

Мікробний пейзаж (відбиток) відображає активну мікрофлору даного ґрунту в 
його природному розподілі та дає змогу визначити відносну кількість мікробів, густи-
ну (щільність) обростання і домінуючі форми мікроорганізмів у даному ґрунті. Вияв-
лені таким методом мікробні пейзажі мають екологічне значення.

Результати мікробіологічного аналізу загальних груп грампозитивних і грамнега-
тивних бактерій, що з’явилися на скельцях обростання, представлені в таблиці.

Як бачимо (табл.) найбільш поширеними є мікрококи. Це перші мікроорганізми, які 
з’являються на скельцях обростання. Це можуть бути як справжні мікрококи, так і мі-
кроорганізми сферичної форми зменшених розмірів, котрі утворюються за несприят-
ливих умов. За дії нафти відбувається різке зменшення чисельності мікрококів на  
20-ту добу досліджень, далі стабілізація і навіть зростання їхньої чисельності. Поява 
рослин C. hirta на нафтозабрудненому ґрунті веде, починаючи з 40-ї доби дослджень, 
до зменшення кількості мікрококів порівняно з нафтозабрудненим ґрунтом без рос-
лин. Водночас вони зникають із контрольного ґрунту без рослин та з ризосфер ної зони 
осоки, що росла на чистому ґрунті. Це може свідчити про те, що це не особлива група 
мікрококів, а група коків, які зменшились у розмірах під впливом несприятливих умов. 

Встановлено, що за дії стресових факторів клітини грамнегативних бактерій змен-
шуються [27]. Також відомо, що у стресових умовах у мікробних популяціях часто 
з’являються маленькі, сферичної форми, некульторабельні клітини (вони не ростуть 
на звичайних живильних середовищах), які зберігають свою метаболітичну активність, 
але не здатні до безперервного клітинного поділу. Їхнє повернення до розмноження і 
росту можуть викликати природні фактори: ґрунтові одноклітинні, фітогормони з ри-
зосфер рослин [12]. Коли ж у наших дослідженнях умови покращуються за рахунок по-
яви рослин C. hirta на нафтозабруднених ґрунтах, то припускаємо, що так звані мікро-
коки повертаються до своїх вихідних розмірів, і ми їх ідентифікуємо як мікроорганізми 
сферичної форми. 

Неспорові бактерії — переважаюча група ґрунтової мікрофлори в ризосфері. 
Поява організмів паличкоподібної форми у нафтозабрудненому ґрунті свідчить про 
несприятливі умови існування (табл.). Утворення спор сприяє збереженню виду і не є 
способом розмноження у бактерій. Спора може довго зберігатися завдяки наявності 
багатошарової оболонки, дипіколініату кальцію, низького вмісту води і по віль них про-
цесів метаболізму [12]. Серед спороносних форм бактерій є мікроорганізми-супресо-
ри, які утруднюють розвиток фітопатогенних форм мікобіоти [20]. До таких мікроор-
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ганізмів-супресорів відносять представників бактерій з роду Bacillus [10, 24]. Завдяки 
особливостям росту і фізіологічним властивостям, вони відіграють важливу роль у 
фор муванні мікробіоценозів ризосфери і ґрунту, а також у рості й розвитку рослин [28].

Як бачимо з таблиці, у ризосферній зоні Carex hirta в нафтозабрудненому ґрунті 
менша кількість спороносних сферичних бактерій, ніж у нафтозабрудненому ґрунті без 
рослин. Можливо, коренева система рослини покращує умови настільки, що допома-
гає неспоровим бактеріям вижити у складних екологічних умовах. Про збільшення спо-
роносних бактерій у нафтозабрудненому ґрунті повідомляють також інші автори [31].

Таблиця
Вплив рослин С. hirta на основні групи мікроорганізмів у нафтозабрудненому ґрунті 

Effect of С. hirta plants on the basic groups of microorganisms in oil polluted soil

Доба Варіанти Мікрококи Мікроорганізми
сферичної форми

Паличкоподібні
форми

Мікроскопічні
гриби

Актино -
міцети

10 
Контроль (58,1±0,32)*10

4

Ґрунт+нафта (84,2±0,27)*10
4

20 
Контроль (123,3±0,21)*10

4
(44,5±0,28)*10

4

Ґрунт+нафта (21,4±0,28)*10
4

(0,26±0,31)*10
4

30 

Контроль (64,3±0,33)*10
4

(41,6±0,36)*10
4

Ґрунт+нафта (24,1±0,24)*10
4

(0,31±0,21)*10
4

(35,1±0,22)*10
4

Контроль+
C. hirta (5,4±0,31)*10

4
(6,7±0,29)*10

4
20%±1,5%

Ґрунт+нафта+
C. hirta (23,4±0,28)*10

4
(7,9±0,22)*10

4 25%±2,0%

40 

Контроль (38,3±0,24)*10
4

(39,1±0,27)*10
4 22%±1,4%

Ґрунт+нафта (27,3±0,31)*10
4

(2,3±0,24)*10
4

(4,5±0,24)*10
4

(18,2±0,25)*10
4

Контроль+
C. hirta (4,3±0,31)*10

4
42%±2,2%

Ґрунт+нафта+
C. hirta (7,9±0,29)*10

4
(7,1±0,23)*10

4
(3,7±0,22)*10

4
37%±1,8%

50 

Контроль (7,8±0,24)*104 28%±1,3%

Ґрунт+нафта (31,5±0,25)*10
4

(8,7±0,26)*10
4

(6,7±0,26)*10
4

Контроль+ 
C. hirta (0,21±0,26)*10

4
(0,68±0,29)*10

4
53%±0,6%

Ґрунт+нафта+ 
C. hirta (6,1±0,30)*10

4
(6,8±0,32)*10

4
(6,2±0,27)*10

4
(1,1±0,29)*10

4
40%±2,0%

60 

Контроль (4,8±0,24)*10
4

(7,3±0,23)*10
4

(1,5±0,21)*10
4

31%±1,5%

Ґрунт+нафта (23,4±0,32)*10
4

(21,6±0,21)*10
4

23,5±0,31)*10
4

(5,7±0,31)*10
4

Контроль+ 
C. hirta (1,6±0,27)*10

4
75%±2,5%

Ґрунт+нафта+ 
C. hirta (5,9±0,32)*10

4
(5,7±0,27)*10

4
(4,4±0,21)*10

4
(14,2±0,24)*10

4
60%±1,5%

В нафтозабруднених ґрунтах часто домінують мікроскопічні гриби, серед них 
дріжджі та дріжджоподібні клітини [16]. Вже на 30-ту добу після внесення нафти у 
ґрунт ми виявили ці мікроорганізми. А на нафтозабруднених ґрунтах, де росла осока 
шорстковолосиста, дріжджоподібні організми поселилися тільки на 50-ту добу дослі-
джень, і їхня кількість була майже в 4 рази меншою порівняно із нафтозабруднени-
ми ґрунтами без рослин. 
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Комплекс інформативних показників екологічної оцінки стану ґрунту включає 
чисельність актиноміцетів. Відомо, що актиноміцети стають помітними на нафтоза-
бруднених ґрунтах тільки після того, як вивітряться леткі форми нафти [22]. Ці мікро-
організми також відіграють ключову роль у подальших стадіях деструкції нафти.  
У нашому випадку актиноміцети з’являються на 30-ту добу від моменту закладання 
досліду і тільки у ризосферній зоні Carex hirta (табл.). На подальших етапах досліду 
їхня кількість у ризосферній зоні є майже удвічі більшою як у чистому, так і в забруд-
неному ґрунтах порівняно з ґрунтом без рослин. Це позитивний момент, бо актино-
міцети як продуценти антибіотиків [8, 25] протистоять патогенній мікрофлорі, кіль-
кість якої, як правило, у стресових умовах зростає [34].

Відсутність актиноміцетів у нафтозабрудненому ґрунті без рослин можна пояс-
нити малим терміном деструкції нафти. Бактеріальний ріст, метаболізм і, відповідно, 
біодеградація органічних речовин відбуваються поступово та часто досягають макси-
муму тільки після кількох місяців росту бактерій [30]. Зниження їхньої чисельності  
у ґрунтах, забруднених нафтою, може свідчити про сукцесію мікроорганізмів [5].

Деструкція нафти у ґрунті відбувається в часі. Певні вуглеводні нафти можуть 
сповільнювати ріст бактерій, які розкладають інші вуглеводні нафти [32]. Відомий 
ефект вибіркового розкладу органічних речовин [32]. Таким чином, оскільки бактерії 
здатні швидко передавати генетичну інформацію один одному (мутувати), то це до-
помагає їм швидко пристосовуватися до змін середовища, а це означає –  і до нових 
забруднювачів [26]. 

Отож, ризосферна зона рослин Carex hirta має позитивний вплив на усі виявле-
ні групи мікроорганізмів ґрунту як на чистому, так і на нафтозабрудненому ґрунтах, 
незважаючи на те, що нафтове забруднення інгібує ріст кореня цих рослин. Проте ін-
гібується ріст кореня лише у довжину, а ріст у товщину стимулюється майже удвічі 
(рис.1). 

Рис. 1. Коренева система Carex hirta за дії нафтового забруднення ґрунту
Fig. 1. Rootage of Carex hirta plants under oil contamination of soil

Поперечний зріз кореня у зоні диференціації засвідчив, що причиною зростан-
ня його товщини на нафтозабруднених ґрунтах є утворення великих міжклітинни-
ків у паренхімі, тобто з’являється аеренхіма (рис. 2). 
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Рис. 2. Поперечний зріз у зоні диференціації живого кореня рослин Carex hirta, які росли в умовах наф-
тового забруднення ґрунту 

Fig. 2. Cross section in zone of differentiation of alive root of Carex hirta plants grown under oil contamination 
of soil

Порожнини в аеренхімі, а також порожнини у ґрунті, які утворюють мертві ко-
рені (корені деяких видів рослин здатні рости в напрямку до забруднювального 
чинника, де вони і відмирають), покращують аерацію нафтозабрудненого ґрунту й 
тим самим активізують ріст, мікробну діяльність і, відповідно, деструкцію нафти, 
створюючи сприятливі умови для виживання цілої рослини [29]. 

На основі отриманих даних можна зробити такі висновки:
1.  Ризосферна зона рослин Carex hirta сприяє збільшенню чисельності коків  

і актиноміцетів як на чистому, так і на нафтозабрудненому ґрунтах. 
2. За дії нафти у ризосферній зоні осоки шорстковолосистої знижується кіль-

кість спороносних бактерій і дріжджоподібних мікроорганізмів порівняно із 
нафтозабрудненим ґрунтом без рослин. 

3. Ризосферна зона осоки шорстковолосистої виконує роль своєрідної „бу-
ферної” системи, яка протидіє негативному впливові нафтозабрудненого 
ґрунту на ґрунтову мікрофлору за рахунок особливостей анатомічної будо-
ви та, очевидно, хімічного складу кореневих виділень.

4. Мікроорганізми ризосферної зони рослин Carex hirta, які, можливо, є де струк-
торами нафти, виявляють більшу стійкість до нафтозабрудненого ґрунту по-
рів няно з мікроорганізмами ґрунту без рослин. Це дало би змогу вико рис-
товувати дану рослину для фіторемедіації нафтозабруд нених ґрунтів.
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MICROFLORA  ACTIVITY OF CRUDE OIL CONTAMINATED SOIL 
IN RHIZOSPHERE OF CAREX HIRTA L. PLANTS

L. V. Bunio, O. M. Tsvilynjuk, І. M. Mykiyevych, О. І. Velychko, О. І. Terek
Ivan Franko National University of Lviv, 4, Hrushevskyi St., 79005 Lviv, Ukraine

e-mail: bioza@ukr.net

The influence of Carex hirta plants on microflora of the petroleum polluted soil was 
investigated. Some groups of microorganisms were detected by the modified method of 
glasses encrustation. Positive influence of Carex hirta plants on microflora of crude oil 
contaminated soil (50 g/kg) was estimated.

Key words: soil, crude oil contamination, microflora, Carex hirta, rhizosphere, 
symbiosis.

АКТИВНОСТЬ МИКРОФЛОРЫ НЕФТЕЗАГРЯЗНЕННОЙ ПОЧВЫ 
РИЗОСФЕРНОЙ ЗОНЫ РАСТЕНИЙ CAREX HIRTA L.
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Исследовано влияние растений Carex hirta на микрофлору нефтезагрязнен-
ной почвы. Обнаружены некоторые группы микроорганизмов с помощью модифи-
цированного метода стекол обрастания. Установлено положительное влияние 
растений Carex hirta на микрофлору почвы, загрязненной нефтью (50 г/кг).

Ключевые слова: почва, нефтяное загрязнение, микрофлора, Carex hirta, 
ризосфера, симбиоз.
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