






АННОТАЦИЯ 
 
Дипломная работа выполнена на бумажном носителе в объеме 35 страниц (3,53 

Mb на электронном носителе). Диплом включает введение (1 стр.), 3 раздела (20 
стр.), заключение и выводы (1 стр.), библиографический список литературы из 34 
наименований, 9 таблицы, 14 рисунков. 

В настоящее время одной из актуальных проблем является загрязнение почвы. 
Причиной загрязнения является множество факторов. Одним из наиболее 
опаснейших являются тяжелые металлы, попавшие в почву. Опасными тяжелые 
металлы считаются из-за их низкой подвижности, а также долгим сохранением в 
окружающей среде. Данное исследование является очень актуальный в связи с тем, 
что необходимы мониторинг, а также методы эффективные в борьбе с тяжелыми 
металлами. Одним из таких методов является биоремедиация. Биоремедиация – это 
метод очистки загрязненных почв микроорганизмами, способными уменьшать 
концентрацию металлов в почве. Работа выполнена, чтобы показать роль 
микроорганизмов в очистке почвы, а также доказать их эффективность. В данной 
работе изучен биопрепарат, стимулирующий рост микроорганизмов в питательной 
среде, а также изучены культуральные свойства микроорганизмов, выращенных на 
питательной среде с добавлением биопрепарата.  

Целью исследования была биоремедиация почв, загрязненных тяжелыми 
металлами, а также оценка экологического состояния почв, загрязнённых 
тяжелыми металлами, и разработка мероприятий по их биоремедиации при 
использовании биопрепарата. Теоретическое и экспериментальное выявление 
роли микроорганизмов в биоремедиации почв, загрязненных тяжелыми металлами. 

Научная и практическая ценность работы заключалась в разработке методики 
биоремедиации почв, загрязненных тяжелыми металлами.  

Для выполнения поставленных задач была выполнена научно-исследовательская 
работа, а также проведены расчеты по обсемененности почвы.   

На основе результатов будет выявлена эффективность биопрепарата, а также 
эффективность метода биоремедиации в очистке почв, загрязненных тяжелыми 
металлами. 
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                                                     АҢДАТПА 
Дипломдық жұмыс 35 бет көлемінде қағаз тасығышта орындалды (электрондық 

тасығышта 3,53 Mb). Диплом кіріспе (1 бет), 3 бөлім (20 бет), қорытынды және 
тұжырымды (1 бет), 34 атаудан тұратын әдебиеттердің библиографиялық тізімін, 9 
кестені, 14 суретті қамтиды. 
Қазіргі уақытта өзекті мәселелердің бірі – топырақтың ластануы. Ластанудың 
себебі көптеген факторлар болып табылады. Ең қауіптілерінің бірі – топыраққа 
түскен ауыр металдар. Ауыр металдар төмен қозғалғыштығына, сондай-ақ 
қоршаған ортада ұзақ сақталуына байланысты қауіпті болып саналады. Бұл зерттеу 
өте маңызды, өйткені мониторинг, сондай-ақ ауыр металдармен күресте тиімді 
әдістер қажет. Осындай әдістердің бірі – биоремедиация. Биоремедиация – бұл 
ластанған топырақты топырақтағы металдардың концентрациясын төмендететін 
микроорганизмдермен тазарту әдісі. Жұмыс микроорганизмдердің топырақты 
тазартудағы рөлін көрсету, сонымен қатар олардың тиімділігін дәлелдеу үшін 
жасалды. Бұл жұмыста қоректік ортада микроорганизмдердің өсуін 
ынталандыратын биологиялық өнім зерттелді, сонымен қатар биологиялық өнімді 
қосу арқылы қоректік ортада өсірілген микроорганизмдердің мәдени қасиеттері 
зерттелді. 
Зерттеудің мақсаты ауыр металдармен ластанған топырақты биоремедиациялау, 
сондай-ақ ауыр металдармен ластанған топырақтың экологиялық жағдайын бағалау 
және биологиялық өнімді пайдалану кезінде олардың биоремедиациясы бойынша 
іс-шаралар әзірлеу болды. Ауыр металдармен ластанған топырақтың 
биоремедиациясындағы микроорганизмдердің рөлін теориялық және 
эксперименттік анықтау. 
Жұмыстың ғылыми және практикалық құндылығы ауыр металдармен ластанған 
топырақты биоремедиациялау әдістемесін жасау болды. 

Қойылған міндеттерді орындау үшін ғылыми-зерттеу жұмыстары жүргізілді, 
сондай-ақ топырақты себу бойынша есептеулер жүргізілді.   

Нәтижелер негізінде биопрепараттың тиімділігі, сондай-ақ ауыр металдармен 
ластанған топырақты тазартудағы биоремедиация әдісінің тиімділігі анықталады. 
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                                                    ANNOTATION 
The graduate work was completed on paper in the volume of 35 pages (3.53 Mb on 

electronic media). The diploma includes an introduction (1 page), 3 sections (20 pages), 
conclusion and inference (1 page), a bibliographic list of 34 titles, 9 tables, 14 figures.  

Currently, one of the urgent problems is soil pollution. The cause of pollution is a 
variety of factors. One of the most dangerous are heavy metals trapped in the soil. Heavy 
metals are considered dangerous because of their low mobility, as well as long 
preservation in the environment. This study is very relevant due to the fact that monitoring 
is needed, as well as effective methods in the fight against heavy metals. One of these 
methods is bioremediation. Bioremediation is a method of cleaning contaminated soils by 
microorganisms capable of reducing the concentration of metals in the soil. The work was 
done to show the role of microorganisms in soil purification, as well as to prove their 
effectiveness. In this work, a biological preparation that stimulates the growth of 
microorganisms in a nutrient medium has been studied, and the cultural properties of 
microorganisms grown on a nutrient medium with the addition of a biological preparation 
have also been studied.  

The aim of the study was the bioremediation of soils contaminated with heavy metals, 
as well as the assessment of the ecological state of soils contaminated with heavy metals, 
and the development of measures for their bioremediation when using a biological 
product. Theoretical and experimental identification of the role of microorganisms in 
bioremediation of soils contaminated with heavy metals. 

The scientific and practical value of the work consisted in the development of a 
technique for bioremediation of soils contaminated with heavy metals. 

To fulfill the tasks set, research work was carried out, as well as calculations on soil 
contamination were carried out. 

Based on the results, the effectiveness of the biopreparation will be revealed, as well 
as the effectiveness of the bioremediation method in cleaning soils contaminated with 
heavy metals. 
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ВВЕДЕНИЕ 
 

Актуальность. Тяжелые металлы являются наиболее опасным загрязнителем из 
антропогенных загрязнителей окружающей среды из-за их токсичности и стойкости 
в окружающей среде. Прошлые исследования показали, что воздействие на 
человека высоких концентраций тяжелых металлов приведет к их накоплению в 
организме человека. Угроза, которую тяжелые металлы представляют для здоровья 
людей и животных, усугубляется их низкой подвижностью в окружающей среде, 
даже при большом количестве осадков, и их длительным сохранением в 
окружающей среде. Растущая концентрация металлов в почве является серьезной и 
актуальной проблемой для правительственных и регулирующие органы по оценке 
экологических и человеческих рисков. Поэтому использование простых и точных 
методов мониторинга тяжелых металлов имеет большое значение среди 
экологических исследований. 

Объект исследования. Почвы, загрязненные тяжелыми металлами, а также 
микроорганизмы, влияющие на ее очистку. 

Цель исследования. Биоремедиация почв, загрязненных тяжелыми металлами 
Задачи исследования: 
1) Изучение влияния биопрепарата “Дар плодородия” на процесс очистки почв, 

загрязненных тяжелыми металлами.  
2) Изучить культуральные свойства штаммов микроорганизмов, выращенных 

на твердых питательных средах. 
3) Изучить в сравнительном аспекте рост колиморфных бактерий на твердой 

питательной среде в присутствии и отсутствии биопрепарата. 
Научная и практическая значимость. На основании результатов работы 

разработан способ очистки почв, загрязненных тяжелыми металлами, основанный 
на повышении эффективности биологических методов очистки, и обеспечивающий 
очистку почв до уровня ориентировочно допустимых концентраций. Помимо 
этого, полученные данные могут быть использованы при выборе 
методов биоремедиации в зависимости от типа почвы и степени ее загрязнения в 
условиях разных климатических зон. 

Структура и объем дипломной работы. Дипломная работа по теме 
«Биоремедиация почв, загрязненных тяжелыми металлами» подготовлена на 33 
страницах машинописного текста, включает 14 рисунков, 9 таблиц, 34 научных 
литературных источников. 
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1.Обзор научной литературы. 
 
1.1. Микробиоценоз почв. 
 
Наземная почва, являясь продуктом в первую очередь жизнедеятельности 

микробиоты, находится под постоянным воздействием экологических и 
антропогенных факторов. 

Из-за большой поверхности контакта с окружающей средой микроорганизмы 
чрезвычайно чувствительны к переменным условиям жизни, а их высокие темпы 
размножения позволяют определять изменения, которые развиваются из-за 
экологических и антропогенных факторов за короткий период. 

Значимыми направлениями в современных исследованиях экологии 
микроорганизмов являются изучение структуры микробных групп в зависимости 
от воздействия экологических и антропогенных факторов, определение отношений 
и взаимодействия между различными организмами в подземной среде, в том числе 
с использованием методов математического моделирования, функциональной 
стабильности микробиоценозов и их генетического разнообразия. В то же время 
взаимодействие членов микробных групп определяется как исходный фактор, и 
рассматривается определение механизмов взаимодействия микроорганизмов и их 
последствий важно для определения принципов динамики численности 
микробиоты, понимания их функционирования в естественных условиях и для 
создания эффективных искусственных микробиоценозов [1].   

Совокупное воздействие физических, химических и биологических факторов 
окружающей среды может привести к дестабилизации и возможной потере 
первоначальных микробиологических свойств почвы с последующими 
изменениями в стратегии выживания микроорганизмов, развитием патогенных 
свойств у свободноживущих форм и увеличением рост паразитарной и патогенной 
микрофлоры.  

Химическое загрязнение оказывает сильное воздействие на почвенную 
микробиоту, тем самым в значительной степени влияя на состав, структуру и 
устойчивое функционирование природных биогеоценозов [2]. 

В исследованиях М.М. Голлербах (1906-1953) выявил, что микроорганизмы, 
обильно развивающиеся на поверхности обрабатываемых почв, служат источником 
дополнительного органического вещества и биологически активных веществ в 
питании растений. Они вовлечены в обогащение почвы азотом, многие сине-
зеленые водоросли являются фиксаторами атмосферного азота и накапливают азот 
на целинных почвах до 17,5 кг/га и на почвах в тропической зоне до 90 кг/га. 
Установлено, что они обильно развиваются в толще почвенного слоя и, обогащая 
почву органическими веществами, повышают ее плодородие [3]. 

Особенность микроорганизмов заключается в том, что в случае их 
жизнедеятельности в неблагоприятных условиях они быстро уменьшают свою 
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численность, а потом при благоприятных условиях так же быстро увеличивают 
количество особей, вплоть до максимального значения. Почвенные 
микроорганизмы участвуют в трансформации всех химических соединений и 
элементов, способ их существования – взаимосвязь почвы с микроорганизмами, 
которые в ней обитают. В связи с этим все виды деградации почв сказываются на 
состоянии микроорганизмов [4]. 

Температура и влажность являются важными компонентами экологических 
условий, которые влияют на структуру микробиоценозов и активность различных 
таксонов в группе и регулируют основные почвенно-биологические процессы. 

Перечень микробиологических и биохимических параметров для адекватной 
оценки экологического состояния почвы в агроэкосистемах остается недостаточно 
обсужденным и не до конца обоснованным. Целью данного исследования было 
определить особенности формирования микробиоценоза почвы в агроэкосистемах 
в зависимости от типа почвы, использования удобрений и гидротермического 
режима анализируемого периода и определить наименьшее количество 
микробиологических показателей, характеризующих экологическое состояние 
почвы в агроэкосистемах [5].  

 
 
1.1.1 Физико-химические свойства почвы. 
 
Наиболее важным соображением должны быть те свойства почвы, которые 

влияют на движение и удержание воды, которые способствуют накоплению и 
поставке питательных веществ [6].  

Физические параметры: 
– Температура. Температура почвы колеблется от -20 до +60°C. Температура 

почвы является наиболее важным свойством, поскольку она показывает свое 
влияние на химические, физические и биологические процессы, связанные с ростом 
растений. 

– Текстура. Текстура почвы показывает ее влияние на аэрацию и 
проникновение корней. Это также влияет на питательный статус почвы. 

     – Содержание влаги. Поглощение питательных веществ почвой во многом 
зависит от влажности почвы. Влажность почвы также оказывает свое влияние на 
текстуру почвы. 

Химические параметры: 
– pH. Наиболее важным свойством почвы является ее уровень рН, его влияние 

на все остальные параметры почвы. Поэтому при анализе любого вида почвы 
учитывается рН. Если рН меньше 6, то говорят, что это кислая почва, диапазон рН 
от 6-8,5 - нормальная почва, а больше 8,5 – щелочная почва. 

– Органическое вещество. Если почва бедна органическим веществом, то это 
усиливает процесс эрозии почвы. Если в почве присутствует органическое 
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вещество почвы, то эта почва полезна для сельскохозяйственной практики. 
Органическое вещество может быть добавлено в почву в виде навоза, компоста и 
т.д. 

– Азот. Азот является основным компонентом атмосферы, но жизненно важным 
питательным веществом, которого не хватает живым организмам [7]. 

– Фосфор. Это один из самых важных микроэлементов, необходимых для роста 
растений. Фосфор чаще всего ограничивает количество питательных веществ, 
оставшихся в ядрах растений, и действует как накопитель энергии. 

– Калий. Он участвует во многих реакциях метаболизма растений, начиная от 
лигнина и целлюлозы, используемых для образования клеточных структурных 
компонентов, для регуляции фотосинтеза и производства растительных сахаров, 
которые используются для различных метаболических потребностей растений [8]. 

 
 
1.2. Тяжелые металлы, загрязняющие почвы.  
 
Растения нуждаются в определенных тяжелых металлах для своего роста и 

поддержания, чрезмерное количество этих металлов может стать токсичным для 
растений, а способность растений накапливать незаменимые металлы в равной 
степени позволяет им приобретать другие несущественные металлы. Поскольку 
металлы не могут быть расщеплены, когда концентрации внутри растения 
превышают оптимальных уровней, они отрицательно влияют на растение как 
прямо, так и косвенно, и некоторые из прямых токсических эффектов, вызванных 
высокой концентрацией металлов, включают ингибирование цитоплазматических 
ферментов и повреждение клеточных структур из-за окислительного стресса, 
косвенным же токсическим действием является замещение необходимых 
питательных веществ в местах катионообмена растений. Уменьшение количества 
полезных почвенных микроорганизмов из-за высокой концентрации металлов 
может привести к уменьшению разложения органического вещества, что приведет 
к снижению плодородия почвы [9].  

 
 
1.2.1 Влияние тяжелых металлов на микрофлору. 
 
 Тяжелые металлы влияют на численность, разнообразие и микробную 

активность почвенных микроорганизмов. Они могут вызвать замедление скорости 
роста и размножения микроорганизмов в почве, после чего преобладают медленно 
растущие микроорганизмы с меньшим разнообразием и более высокой 
устойчивостью к тяжелым металлам, но сниженной биологической активностью. 
Токсичность тяжелых металлов для почвенной микрофлоры зависит от рН, 
температуры, неорганических анионов и катионов, глинистых минералов, водных 
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оксидов металлов, формы и количества органических веществ, химических форм, в 
которых встречаются металлы, и т.д. [10].    

На концентрацию тяжелых металлов оказывают влияние свойства почв. В 
почвах тяжелого гранулометрического состава, как правило, обнаруживаются 
более высокие концентрации тяжелых металлов, песчаные и супесчаные почвы в 
меньшей степени накапливают их. Значительное влияние оказывают кислотно-
основные свойства почв. В условиях кислой среды нерастворимая часть фракции 
тяжелых металлов переходит в растворимые формы, тем самым концентрация 
тяжелых металлов в кислых почвах может нарастать [11].  

 
 
1.2.2 Источники тяжелых металлов в почве. 
 
Тяжелые металлы попадают в окружающую среду как из природных 

(геогенных), так и из антропогенных источников. В то время как основные породы 
и металлические минералы доминируют в природных источниках, антропогенные 
источники варьируются от сельского хозяйства (удобрения, навоз, пестициды и 
т.д.), металлургии (добыча полезных ископаемых, плавка, обработка металлов и 
т.д.) и производства энергии (этилированный бензин, производство аккумуляторов, 
электростанции и т.д.). 

Загрязнители могут быть выделяется в газообразной (аэрозольной), дисперсной, 
водной (или) твердой форме в зависимости от отрасли. Они могут исходить из 
точечных (или) рассеянных источников [12]. Самыми мощными поставщиками 
отходов, обогащенных металлами, являются предприятия по выплавке цветных 
металлов (алюминиевые, глиноземные, медно-цинковые, свинцово-плавильные, 
никелевые, титаномагниевые, ртутные и др.), а также по переработке цветных 
металлов (радиотехнические, электротехнические, приборостроительные, 
гальванические и пр.). В пыли металлургических производств, заводов по 
переработке руд концентрация Pb, Zn, Bi, Sn может быть повышена по сравнению 
с литосферой на несколько порядков (до 10-12), концентрация Cd, V, Sb – в десятки 
тысяч раз, Cd, Mo, Pb, Sn, Zn, Bi, Ag – в сотни раз. Отходы предприятий цветной 
металлургии, заводов лакокрасочной промышленности и железобетонных 
конструкций обогащены ртутью. В пыли машиностроительных заводов повышена 
концентрация W, Cd, Pb [13].  
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Таблица 1 – Основные техногеннные источники тяжелых металлов.    
 

Источники тяжелых металлов Элементы 
Цветная металлургия Pb, Zn, Cu, Hg, Mn, Sb, W, Co, Cd 
Черная металлургия Ni, Mn, Pb, Cu, Zn, W, Co 
Энергетика As, Sb, Se 
Нефтяная промышленность Pb, Cu, Ni, Zn, Mn 
Сжигание угля Sb, As, Cd, Cr, Mo 
Сжигание нефти As, Pb, Cd 

 
Находясь в почвах, эти химические элементы и их соединения вместе с пылью 

попадают в дыхательную систему, а с пищей и водой - в другие органы человека. 
Выбросы от транспортных средств содержат большое количество экотоксикантов, 
относящихся к классу опасности 1:3,4-бенз(а)пирен, мышьяк, кадмий, ртуть, 
свинец, цинк и др. По словам В.Н. Пшенина, геохимические аномалии цинка 
образуются вдоль автомобильных дорог в результате износа шин, истирания 
тормозных колодок и других деталей с антикоррозийным покрытием. В отличие от 
свинца, цинк более подвижен, поэтому легче перемещается по профилю почвы, 
поглощается растениями и мигрирует в водную среду [14].  

Источниками избыточного выброса Mo5+ в окружающую среду являются добыча 
полезных ископаемых, биосодержащие вещества, удобрения, производство 
сплавов, катализаторов и угля, а также сжигание нефти. Биологическая роль Мо 
основана на совместном образовании комплекса птерина (кофактора Мо), 
связывании с ферментами, участвующими в метаболизме азота (нитратредуктаза) и 
серы (сульфитоксидаза), катаболизме пуринов и биосинтезе гормонов. Тем не 
менее, как дефицит, так и чрезмерное воздействие этого металла может вызвать 
нарушения в функционировании живых организмов и, следовательно, экосистем 
хотя, согласно Das et al. (2007), ее прямое влияние на метаболические процессы 
микроорганизмов относительно невелико, повышенное содержание этого элемента 
может снизить азотфиксацию [15].  

 
 
1.2.3 Анализ тяжелых металлов в почвах. 
 
При определении тяжелых металлов в почвах, растительной продукции и других 

объектах окружающей среды атомно-абсорбционный метод занимает ведущее 
положение, особенно для таких металлов как Сu, Pb, Zn, Cd, Hg и др.  

Атомно-абсорбционный анализ основан на способах свободных атомов, 
определяемых элементов, образующихся в пламени при введении в него 
анализируемых растворов, селективно поглощать резонансное излучение 
определенных для каждого элемента длин волн. Наиболее универсальным, 
удобным и стабильным источником получения свободных атомов является пламя. 
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В пламени происходит испарение растворителя, растворенные вещества 
превращаются в мелкие твердые частицы, которые далее плавятся и испаряются 
[16].  

Методы последовательных селективных вытяжек – эти методы часто называют 
также методами фракционирования соединений тяжелых металлов в почве. 
Используют экстрагирующие реактивы, растворяющие отдельный почвенный 
компонент, либо разрушающих определенный тип связи ионов металлов с фазами-
носителями. В результате обработки почвы в растворы переходят ионы и 
соединения тяжелых металлов, которые, как предполагается, можно объединить в 
одну совокупность, называемую фракцией или группой соединений тяжелых 
металлов.  

Данные, полученные в ходе фракционирования, позволяют:  
1) оценить и разделить антропогенное и естественное содержание тяжелых 

металлов в почве;  
2) оценить подвижность тяжелых металлов и способность их закрепления в 

почве;  
3) прогнозировать способность почвы закреплять дополнительное количество 

тяжелых металлов в условиях возрастающей антропогенной нагрузки [17].  
 
 
1.3. Биоремедиация почв, загрязнённых тяжёлыми металлами: 

особенности, принципы и методы. 
 
Биоремедиация – это использование организмов (микроорганизмов и/или 

растений) для обработки загрязненных почв. Это широко распространенный метод 
восстановления почвы, поскольку считается, что он происходит в результате 
естественных процессов, это в равной степени экономически эффективный метод 
восстановления почвы. Хотя биоремедиация является неразрушающим методом 
рекультивации почв, обычно требует много времени, и на его использование для 
обработки загрязненных тяжелыми металлами почв иногда влияют климатические 
и геологические условия участка, подлежащего рекультивации. Тяжелые металлы 
не могут быть разложены во время биоремедиации, а могут быть преобразованы 
только из одного органического комплекса или состояния окисления в другое [18]. 
Большое разнообразие грибов, водорослей и бактерий используются в качестве 
биосорбентов для восстановления тяжелых металлов, и некоторые из них вызывают 
металл переход и снижение токсичности. Многие микроорганизмы доказали свою 
эффективность в удалении токсичных тяжелых металлов [19].  

Методы деградации загрязнителей в почвах при использовании 
микроорганизмов. Принцип их действия: деструкция загрязнителей различными 
видами микроорганизмов за счет активизации аборигенной микрофлоры или 
внесении в грунт определенных культур микроорганизмов, использование 
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комплексных биопрепаратов и других методов при создание оптимальной среды 
для развития определенных групп микроорганизмов, разлагающие загрязнитель. 
Почва становится пригодной для выращивания растений [20].   

Эти микроорганизмы могут быть местными для этого загрязненного участка или 
могут быть выделены и доставлены извне на загрязненный участок для 
биоремедиации. Процесс биодеградации зависит от благоприятных условий 
окружающей среды, типа и растворимости загрязняющего вещества, а также 
биодоступности загрязняющего вещества для микробов, поэтому условия 
окружающей среды контролируются или регулируются [21].  

 
1.3.1 Разновидности биоремедиации.  
 
Биовентиляция – биозащита глубоких слоев почвы. Доказано, что 

биовентиляция является полезной технологией для восстановления различных 
участков в различных условиях. Однако биовентиляция имеет некоторые 
ограничения: одно ограничение связано со способностью доставлять кислород в 
загрязненную почву. Кроме того, участки с неглубоким загрязнением уровни могут 
представлять проблему для метода биовентиляции, поскольку разработка системы, 
которая может свести к минимуму выбросы в окружающую среду и может 
обеспечить достаточную аэрацию, может быть затруднена [22].  

Биоаккумуляция – это добавление питательных веществ к микроорганизмам, 
используемых для разложения загрязняющих веществ с контролем температуры, 
влажности, рН и акцепторов электронов. Некоторыми из наиболее важных 
питательных веществ являются азот, фосфор и углерод, все они необходимы для 
метаболизма и скорости роста биоразлагаемых организмов, и это ускоряет скорость 
биодеградации, когда условия окружающей среды благоприятны. В большинстве 
этих исследований удалось повысить активность биодеградации только при 
добавлении питательных веществ в виде соединений неорганических удобрений 
[23].  

Биоаттенуация – это еще один метод обработки in situ, применяемый для 
микробиологического восстановления тяжелых металлов. Этот метод использует 
естественные процессы для контроля распространения загрязнения в результате 
разливов химических веществ и снижения концентрации загрязняющих веществ на 
загрязненных участках. Следовательно, загрязняющие вещества окружающей 
среды остаются нетронутыми, что обеспечивает возможность естественной 
деградации, уменьшения или трансформации загрязняющего вещества. 
Естественное ослабление является частью очистки участка, и оно также включает в 
себя контроль или устранение источника загрязнения [24].  

Биозарядка – биологическая очистка включает в себя нагнетание воздуха под 
давлением ниже уровня грунтовых вод для увеличения концентрации кислорода в 
подземных водах и увеличения скорости биологического разложения 



  

13 

загрязняющих веществ естественными бактериями. Биозарядка увеличивает 
перемешивание в зоне насыщения и тем самым увеличивает контакт между почвой 
и грунтовыми водами. Простота и низкая стоимость установки точек впрыска 
воздуха малого диаметра обеспечивают значительную гибкость в проектировании 
и конструкции системы [25].  

 
1.3.2 Преимущества и недостатки биоремедиации. 
 
Преимущества биоремедиации: 
● Биоремедиация является естественным процессом и поэтому воспринимается 

общественностью как приемлемый процесс переработки отходов для загрязненных 
материалов, таких как почва. Количество микробов, способных разрушать 
загрязнение, увеличивается при наличии загрязняющего вещества; когда 
загрязняющее вещество разлагается, популяция, подверженная биологическому 
разложению, уменьшается. 

● Требуется меньше энергии по сравнению с другими технологиями; 
● Биоремедиация может оказаться менее дорогостоящей, чем другие 

технологии, используемые для очистки опасных отходов; 
● Биоремедиация полезна для полного уничтожения широкого спектра 

загрязняющих веществ. Многие соединения, которые по закону считаются 
опасными, могут быть преобразованы в безвредные продукты [26].  

Недостатки биоремедиации: 
● Биоремедиация ограничивается биоразлагаемыми соединениями; 
● Биоремедиация плохо проходит на глинистых, компактных почвах, где 

кислород или питательные вещества трудно внести в почву; 
● Процесс биоремедиации длится гораздо дольше, чем другие виды обработки, 

такие как выемка грунта, грунт и сжигание, могут быть необходимы для 
обеспечения контроля, институционализированного для долгосрочной защиты; 

● Возможна дальнейшая миграция загрязняющего вещества и его перенос через 
окружающую среду [27].  
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2 Объект, материал и методика исследований 
 

2.1 Объект исследования 
 

Объектом моего исследования являются микроорганизмы, обитающие в 
почве, загрязненной тяжелыми металлами, которую я взял вблизи 
автотранспотранспортных дорог, так как автомобили выделяют определенное 
количество газов, содержащих тяжелые металлы, которые оседают и проникают 
внутрь почвы.  

 
 
2.2 Материал исследования 
 
Первый шаг моей работы – подготовка оборудования и лабораторной посуды, 

используя ГОСТ-25336-82.  
Необходимое оборудование, питательные среды и лабораторная посуда для 

проведения исследования: 
1. Термостат – техника, регулирующая температуру нагревания или охлаждения. 
2. Ламинарный бокс – лабораторный прибор для работы с биологическими 

объектами в стерильных условиях. 
3. Паровой стерилизатор – это устройство, предназначенное для самого 

распространенного типа стерилизации.  
4. Чашки Петри (чаша для культивирования клеток) – это неглубокая прозрачная 

чаша с крышкой, которую биологи используют для хранения питательной среды.  
5. Колбы объемом 500 мл. 
6. Пробирки.  

     7. Дозатор – устройство, необходимое для автоматического отмеривания 
количества массы или объема вещества.  

8. Электронные весы – высокоточный измерительный прибор.  
9. Магнитная мешалка – это лабораторное устройство, которое использует 

вращающееся магнитное поле, чтобы заставить мешалку, погруженную в жидкость, 
вращаться очень быстро, тем самым перемешивая ее. 

      10. Питательные среды Agar, на которых и будет происходить культивирование 
микроорганизмов.  

11. Биоактивированный гумусный препарат, содержащий бактерии. Биопрепарат 
для ускорения культивирования микроорганизмов.  

12. Шпатель Дригальского – использовался для засева чашек Петри. Гладкая 
поверхность шпателя обеспечивает равномерный посев бактерий, 
микроорганизмов на чашках Петри без повреждения агара. 
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Таблица 2 – Оборудования, приборы и лабораторная посуда, необходимая для 
проведения работы. 

 
Название 
оборудования/ 
прибора/лабораторной 
посуды 

Характеристики Фотография  

1. Термостат TC-1 СПУ Максимальный температурный 
диапазон термостатирования, °С от 
Токр +5 до +60. 
Размеры рабочей камеры, мм, не 
менее: - длина 396 
            - ширина 393 
            - высота 496. 
Масса термостата, кг, без 
принадлежностей 36.  
Потребляемая мощность термостата, 
Вт, не более 250.  
Время установления рабочего режима 
при максимальной температуре в 
рабочей камере, мин, не более 120. 

 

2. Ламинарный бокс 
ВО-120-РР-B 

Габаритные размеры, W x D x H: 1220 
x 800 x 1500 мм.  
Размеры камеры 1135 x 600 x 640 мм. 
Скорость нисходящего потока 0,33 м / 
с, 60 кадров в минуту. 
Шум (проверено на расстоянии 20 см 
от рабочего стола, 1,2 м над землей) 
<52dB.  
Схема воздушного потока 100% 
выхлоп. 
  

 
3. Паровой 

стерилизатор ВК-75-01 
 

Рабочее давление пара в 
стерилизационной камере, МПа 
(кгс/см2), не более 0,22 (2,2).  
Габариты, мм:  
          - длина 740±50 
          - ширина 570±50 
          - высота 1070+50. 
Объем камеры, л – 75. 
Мощность, кВт – 8. 
Размеры стерилизационной камеры 
(диаметр х глубина), мм – 400х600.  
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Продолжение таблицы 2. 
4. Чашка Петри  Диаметр (d, мм): основание – 88,2-92 

мм, крышка – 89,9 - 91,9 мм. 
Высота (h, мм): основание – 13,8-14,9 
мм, с крышкой – до 16,2 мм.  
Материал полистирол. 
 

 
5. Колбы 500 мл. 

 
Объем – 500 мл. 
Диаметр – 103 мм. 
Диаметр горла – 50 мм. 
Высота – 163 мм. 
Форма: плоскодонная.  
 

 
6. Пробирки 

 
Пробирки способны выдерживать 
температуру от -15°С до +40°С 
Объем пробирок: 5, 14 и 15 мл. 
Диаметр пробирок: 12, 16 и 17 мм. 
Высота пробирок: 75, 95 и 100 мм. 
 

 
7. Дозатор Автоклавируемость – частичная.  

Вмещаемый Объем – 0,5-10 мкл.  
Тип – одноканальный. 
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Продолжение таблицы 2. 
8. Электронные весы. НПВ – 120 г. 

Цена деления (d) – 0.00001 г.  
Калиброка внутренняя. 
Размер платформы 80 мм. 

 
9. Магнитная мешалка. Объём загрузки от 0,2 л. 

Максимальная скорость вращения вала 
– 1500-2000 об/мин. 
Максимальная температура прогрева – 
100-550℃. 
 

 
10. Шпатель 

Дригальского. 
Шпатели Дригальского представляют 
собой литую палочку в форме буквы 
L, T или треугольной формы.  
Длина составляет 100-200 мм, диаметр 
от 3,5 мм до 4 мм. 
  

 
Также, для проведения данного исследования, мной были использованы 

следующие материалы:  
1. Биопрепарат «Дар плодородия» – концентрат биоактивированного гумусного 

удобрения. Класс опасности по ГОСТ 12.1.007 – 4 (малоопасное вещество). 
Содержит биоактивированные по макро- и микроэлементам и биоте БМВ гумусные 
вещества – до 30%. Макроэлементы – до 4% (азот, фосфор, калий). Микроэлементы 
– до 0,03% в хелатной и  минеральной формах, также содержится полезная 
микрофлора. 
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Рис. 1 – Биопрепарат «Дар плодородия» 
 
2. Питательная среда HiCrome Coliform Agar – среда обеспечивает рост 

колиформных бактерий. Питательная среда содержит в себе пептон специальный, 
хлорид натрия, натрия гидрофосфат, калия дигидрофофат, натрия пируват, L-
триптофан, натрия додецисульфат, хромогенная смесь, агар-агар. 

 

 
 

Рис. 2 – Питательные среды Agar. 
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2.3 Методика исследования 
 
1. Методика отбора проб почвы проводился по стандартам ГОСТ–17.4.4.02-2017 

[https://docs.cntd.ru/document/1200158951]. Отбор проб производили вблизи 
автотранспортных дорог методом конверта. 

2. Методика подготовки посуды проводилась согласно ГОСТ-25336-82 
[https://docs.cntd.ru/document/1200024082].  

3. Методика приготовления твердой питательной среды проводилась, используя 
ГОСТ ISO 11133-2016 [https://docs.cntd.ru/document/1200141101]. 

4. Методика стерилизации питательной среды была проведена по  ГОСТ ISO/TS 
11133-1-2014 [https://docs.cntd.ru/document/1200112689]. 

5. Методика разлива питательной среды предварительно перед посевом 
проводилась согласно ГОСТ ISO 7218-2015 
[https://docs.cntd.ru/document/1200124386]. 

6. Методика разведения проводилась согласно ГОСТ 26670-91 
[https://docs.cntd.ru/document/1200021109]. 

7. Методика посева микроорганизмов на питательную среду проводилась 
согласно ГОСТ 26670-91 [https://docs.cntd.ru/document/1200021109]. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

https://docs.cntd.ru/document/1200158951
https://docs.cntd.ru/document/1200024082
https://docs.cntd.ru/document/1200141101
https://docs.cntd.ru/document/1200112689
https://docs.cntd.ru/document/1200124386
https://docs.cntd.ru/document/1200021109
https://docs.cntd.ru/document/1200021109
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3 Проведение лабораторных исследований 
 
Второй шаг в моей работы – отбор проб почвы. Отбор почвы был проведен по 

стандартам ГОСТ-17.4.4.02-2017, с глубины 5-20 см. Объединенная проба 
составлялась из трех точечных проб массой 200-250 г. каждая. 

Далее почву я разделил на три чашки Петри для того, чтобы в каждую из них 
добавить биоактивированный гумусный препарат в разных количествах для 
дальнейшего исследования. В каждой чашке по 90 грамм почвы.  

 

 
 

Рис.3 – Распределение почвы по чашкам Петри 
 
Шаг третий – добавление биопрепарата. В чашку Петри №1 добавил 0,5гр. 

биопрепарата. В чашку Петри №2 добавил 1 г. биопрепарата. Чашка Петри №3 была 
без изменений (контрольная чашка).  

Шаг четвертый – физико-химический анализ пробы почвы для обнаружения в 
ней тяжелых металлов. Анализ был проведен в лаборатории “Департамента 
агрохимических, почвенных обследований и комплексно-изыскательской работы”. 
В почве были обнаружены следующие металлы: цинк, молибден. Данные будут 
приведены ниже в таблице 9.  

Далее я начал создавать питательную среду, используя ГОСТ ISO 11133-2016. 
Взяв колбы объемом 500мл. простерилизовал в автоклаве при температуре 120 
градусов по Цельсию, согласно ГОСТ ISO/TS 11133-1-2014.  
Для создания питательной среды был взят HiCrome Coliform Agar в объеме 6,75 г. 
Этот показатель был высчитан по инструкции, написанной на упаковке: на 1000 мл. 
воды необходимо добавить 27 г. Следовательно, используя пропорцию получаю 
следующее уравнение (1) откуда и получаем х=6,7 г. 
 

Х = 250 х 27
1000

, 
(1) 
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Рис.4 – Питательная среда HiCrome Coliform Agar 
 

Взвесив все на весах, отправил полученный порошок в колбу и залил 
дистиллированной водой в объеме 250 мл. Размешав полученную смесь, отправил 
ее снова в стерилизатор.  

Следующим шагом было создание в ламинарном боксе питательной среды, то 
есть я переливал с колбы смесь в чашки Петри. Разлив питательной среды в чашки 
Петри проводили предварительно перед посевом согласно ГОСТ ISO 7218-2015. 
Далее ждал застывания приготовленной питательной среды и стерилизации ее в 
ламинарном боксе.  

  

 
 

Рис.5 – Работа в ламинарном шкафу 
 
Далее создаем раствор из 100 мл. воды и 1 г. почвы. Тщательным образом 

перемешиваем нашу смесь. Разведение проводили согласно ГОСТ 26670-91.  
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Для внесения микроорганизмов в питательную среду, выполнил следующие 
действия:  

Берем дозатор набираем 1 мл. смеси из раствора воды и почвы. Выпускаем в 
пробирку №1. Разбавляем 9 мл. воды. Из данной консистенции набираем еще 1мл. 
раствора и выпускаем в пробирку №2. Также добавляем 9 мл. воды. Другим 
дозатором набираем с пробы №2 полученный раствор. И выпускаем каплю на нашу 
питательную среду. И шпателем Дригальского распределяем микроорганизмы по 
питательной среде, используя ГОСТ 26670-91. Далее питательные среды с 
микроорганизмами заносим в термостат при температуре 28 градусов по Цельсию 
на 12 часов. Через 12 часов образования колоний не обнаружено. Спустя еще 10-12 
часов видны первые колонии микроорганизмов, описание которых записано в 
таблице №5.  

 
Таблица 3 – Количественный учет микроорганизмов. 
 
Опытная группа Начало эксперимента Конец эксперимента 

 Обсемененность Обсемененность 
Х� ± 𝒎𝒎𝑿𝑿, КОЕ/г Cv, % Х� ± 𝒎𝒎𝑿𝑿,       

КОЕ/г 
Cv, % 

Опыт 1 2,6±1,51 81,15 7,3±1,8 34,5 
Опыт 2 3±1,89 88,3 11±2,56 32,7 
Контроль 2±1,73 86,5 6,6±1,16 17,6 

 
Таблица 4 – Скорость роста выделенных штаммов микроорганизмов на плотной 

питательной среде без добавления биопрепарата и с добавлением биопрепарата. 
 

Опытная 
группа 

Количество колоний 

Время контроля 12ч. 24ч. 48ч. 
Опыт 1 0;3;5/7;10;5 3;5;5/20;24;12 300;320;334/384;396;372 
Опыт 2 0;4;5/15;10;8 6;10;11/36;47;40 484;400;512/550;570;547 
Контроль 0;3;3/8;6;6 4;8;10/14;18;8 280;254;267/310;280;240 
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Таблица 5 – Культуральные свойства микроорганизмов без добавления 
биопрепарата спустя 24 часа. 

 
Культуральные 

свойства  
24ч. после посева 

Колония №1 
(0,5г.) 

Колония №2 
(1г.) 

Колония №3     
(контр.) 

Форма круглая круглая круглая 
Размер точечный точечный точечный 

Прозрачность прозрачный прозрачная прозрачная 
Контур края гладкий гладкий гладкий 

Рельеф колонии бугристый бугристый бугристый 
Поверхность 
колоний 

гладкая гладкая гладкая 

Цвет белый белый желтоватый 
 
 

 
 

Рис.6 – Проба №1 спустя 24 ч. 
 

 
 

Рис.7 – Проба №2 спустя 24 ч. 
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Рис.8 – Проба №3 спустя 24 ч. 
 

Таблица 6 – Культуральные свойства микроорганизмов без добавления 
биопрепарата спустя 48 часов. 

 
Культуральные 

свойства 
48ч. после посева 

Колония №1 
(0,5г.) 

Колония №2 
(1г.) 

Колония №3  
(контр.) 

Форма круглая круглая круглая 
Размер точечный средний, точечный точечный,средний 

Прозрачность прозрачные прозрачные, пропускающие 
свет 

пропускающие свет, 
мутные 

Контур края гладкий волнистый, гладкий волнистый,гладкий 
Рельеф 

колонии 
выпуклый бугристый бугристый 

Поверхность 
колоний 

гладкая гладкая/шероховатая гладкая 

Цвет белый белый белый, желтоватый 
Структура однородная однородная/мелкозернистая однородная 

 

 
 

Рис.9 – Проба №1 спустя 48 ч. 
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Рис.10 – Проба №2 спустя 48 ч. 
 

 
 

Рис.11 – Проба №3 спустя 48 ч. 
 
Далее оставляем нашу почву с внесенным биопрепаратом на 5 дней, ежедневно 

освежая почву водой, чтобы она не засохла. Через 5 дней снова проделываем те же 
самые опыты с почвой. Создаем такую же питательную среду с добавлением 
микроорганизмов из раствора почвы и воды. Заносим нашу питательную среду с 
микроорганизмами в термостат при температуре 28 градусов по Цельсию. 

Через 5 дней вновь смотрим результаты посева. 
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Рис.12 – Посев с добавлением биопрепарата(0,5г.) на 5-й день 
 

 
 

Рис.13 – Посев с добавлением биопрепарата(1г.) на 5-й день 
 

 
 

Рис.14 – Контрольный посев 
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Таблица 7 – Культуральные свойства микроорганизмов с добавлением 
биопрепарата через 12 часов.  

 
Культуральные 

свойства 
12ч. после посева 

Колония №1 
(0,5г.) 

Колония №2 
(1г.) 

Колония №3  
(контр.) 

Форма Круглая круглая, ризоидная круглая 
Размер точечные, мелкие средний точечный, мелкие 

Прозрачность пропускающие 
свет 

мутные пропускающие 
свет, мутные 

Контур края Гладкий зубчатый, гладкий гладкий 
Рельеф колонии Выпуклый выпуклый выпуклый 

Поверхность 
колоний 

Гладкая гладкая, шероховатая гладкая 

Цвет Белый белый, желтоватые белый 
Структура Однородная однородная,волокнистая однородная 

 
Исходя из результатов опыта, я увидел, что с добавлением биопрепарата 

количество микроорганизмов в среде увеличилось уже в первые 12 часов 
наблюдений. Немного изменились характеристики колоний.  

 
Таблица 8 – Культуральные свойства микроорганизмов с добавлением 

биопрепарата через 24 часа/48 часов. 
 

Культуральные 
свойства 

24ч./48ч. после посева 
Колония №1 

(0,5г.) Колония №2 (1г.) Колония№3        
(контр.) 

Форма Круглая круглая/круглая, 
ризоидная круглая 

Размер мелкие/средние средний/средний точечный/мелкие 

Прозрачность пропускающие 
свет/мутные мутные/мутные пропускающие 

свет/мутные 
Контур края Гладкий зубчатый/гладкий гладкий 

Рельеф 
колонии Выпуклый выпуклый выпуклый 

Поверхность 
колоний Гладкая гладкая, 

шероховатая гладкая 

Цвет Белый белый, желтоватые белый 

Структура Однородная однородная, 
волокнистая однородная 
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Таблица 9 – Концентрация тяжелых металлов в почве до и после применения 
биопрепарата. 

 
Металл(мг/л) Концентрация до применения биопрепарата(мг/л) 

№ пробы Проба №1. Проба №2. Проба №3. 
Цинк 1,35 1,35 1,35 

Молибден 1,8 1,8 1,8 
 Концентрация после применения биопрепарата(мг/л) 

№ пробы Проба №1 (0,5г.) Проба №2 (1г.) Проба №3 (контр.) 
Цинк 0,48 0,31 0,79 

Молибден 0,63 0,42 0,79 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
 

Исходя из результатов исследования, данных в таблицах можно сказать, что 
добавление биопрепарата положительно повлияло на рост микроорганизмов, так 
как увеличилось число колоний, размер, а также скорость роста колоний. После 
проведенных физико-химических анализов на выявление тяжелых металлов стало 
понятно, что концентрация металла уменьшилась при применении биопрепарата 
“Дар плодородия”. Концетрация металлов в почвах, загрязненными тяжелыми 
металлами, уменьшилась на 25-30%. Значительное уменьшение концентрации 
тяжелых металлов связано с тем, что биопрепарат ускорил рост колоний 
микроорганизмов, способных к биоремедиации почвы. Также были изучены 
культуральные свойства микроорганизмов, а также их оптимальные условия для 
роста.  
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