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НОРМАТИВНЫЕ ССЫЛКИ
Настоящая диссертация написана в соответствии со следующими стандартами:
ГОСТ 7.32-2001 – Отчет о научно-исследовательской работе. Структура и правила оформления.
ГОСТ 7.1-2003 – Библиографическая запись. Библиографическое описание. Общие требования и правила составления.
ОПРЕДЕЛЕНИЯ
В настоящей диссертации применяются следующие термины с соответствующими определениями:

1. Ксенобиотик — это вещество синтетического происхождения, являющееся чужеродным для живых организмов и экосистемы.
2. ЛД50 (летальная доза) – это концентрация вещества или соединения, вызывающая гибель 50% от испытуемой популяции.

3. Период полураспада — это период времени, необходимый для устранения половины химического вещества из организма или окружающей среды.

4. Допустимая суточная доза (ДСД) или допустимое суточное потребление – это количество химического вещества, которое считается безопасным для людей на основе долгосрочного потребления.
ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ
	α-ГХЦГ
	- α-гексахлорциклогексан

	β-ГХЦГ
	- β-гексахлорциклогексан

	γ-ГХЦГ
	- γ-гексахлорциклогексан, линдан

	АРМ
	- ассоциации растений и микроорганизмов

	АУ
	- активированный уголь

	БМ
	- биочар из Мискантуса

	ВОЗ
	- Всемирная Организация Здоровья

	ГТК
	- гидротермальная карбонизация

	ГХБ
	- гексахлорбензол

	ДДД
	- дихлордифенилдихлорэтан

	ДДТ
	- дихлордифенилтрихлорэтан

	ДДЭ
	- дихлордифенилдихлорэтилен

	ДСД
	- допустимая суточная доза

	ИП
	- индекс поглощения

	ИТ
	- индекс толерантности

	ИУК
	- индолилуксусная кислота

	КБК
	- коэффициент биоконцентрации

	КТЛ
	- коэффициент транслокации

	ЛД50
	- летальная доза

	НЗБ
	- надземная биомасса

	НОК
	- низкомолекулярная кислота

	ПАВ
	- поверхностно-активное вещество

	ПАУ
	- полиароматические углеводороды

	ПДК
	- предельно-допустимая концентрация

	ПХБ
	- полихлорированные бифенилы

	СОЗ
	- стойкий органический загрязнитель

	ТМЭ
	- токсические микроэлементы

	УСМ
	- углеродсодержащие материалы

	ХОП
	- хлорорганический пестицид

	DM
	- dry matter - сухой вещество/вес

	EPS
	- extracellular polymeric substance - внеклеточное полимерное вещество

	HBB
	- hexabromobiphenyl - гексабромдифенил

	HBCD
	- hexabromocyclododecane - гексабромциклододекан

	HCN
	- hydrogen cyanide - цианистый водород

	LOD
	- limit of detection – предел обнаружения

	log Kow
	- octanol-water partition coefficient - коэффициент распределения октанол-вода

	Mr
	- молекулярная масса

	nZVI
	- nanosized zero-valent iron - наноразмерное нульвалентное железо

	OM
	- organic matter – органическое вещество

	PBDE
	- polybrominated diphenyl ethers - полибромированные дифениловые эфиры

	PCDD
	- polychlorinated dibenzodioxin - полихлорированные дибензодиоксины

	PCDF
	- polychlorinated dibenzofuran - полихлорированные дибензофураны

	PFOS
	- perfluorooctane sulfonic acid - перфтороктановая сульфоновая кислота

	PFAS
	- perfluorinated-alkylated substance - перфторалкилированное вещество

	PGPB
	- plant growth-promoting bacteria - бактерии, стимулирующие рост растений

	POSF
	- perfluorooctane sulfonyl fluoride - перфтороктановый сульфонилфторид

	SBET
	- specific (Brunauer, Emmett and Teller) surface area – площадь поверхности

	SDS
	- sodium dodecyl sulfate - додецилсульфат натрия

	UV
	- ультрафиолет

	VM
	- volatile matter – летучие вещества


ВВЕДЕНИЕ
Общая характеристика работы. Диссертационная работа посвящена изучению фиторемедиационного потенциала перспективных энергетических растений в отношении загрязнения почв органического и неорганического характера и разработке методов повышения эффективности фиторемедиации и увеличения производства биомассы для последующего преобразования в биопродукты.

Актуальность темы исследования.
Мониторинг окружающей среды регулярно выявляет места, загрязненные различными ксенобиотиками, которые ограничивают использование этих мест. Таким образом, поиск экономически рентабельных и экологически чистых методов очистки матриц окружающей среды является важным направлением, которое заслуживает быть исследованным. Однако лишь лимитированное количество исследований посвящено смешанному загрязнению экосистем, тогда как в естественных условиях это наиболее распространенная экологическая проблема. Подобные смешанные загрязнения окружающей среды являются острой экологической проблемой Республики Казахстан. Участки с подобным загрязнением есть в разных регионах из-за развития различных сфер экономики: нефтегазовой отрасли, металлургии, добычи урана или функционирования космодрома Байконур. Несмотря на огромный вклад этих видов деятельности в национальную экономику, их выбросы создают различные очаги проблемных смешанных загрязнений почв, требующих стратегий управления, чтобы противостоять такой ситуации и защитить местное население. Более того, интенсивная практика сельского хозяйства и бывшие склады устаревших пестицидов, датируемые 1960-ми годами, очень серьезно угрожают окружающей среде Казахстана [1,2], Украины [3] и Молдавии [4].

Одним из необходимых шагов по предотвращению токсического воздействия загрязнителей на окружающую среду и здоровье человека является восстановление загрязненных почв. В настоящее время широко используются два направления рекультивации почв: извлечение ксенобиотиков и физико-химическая обработка. Эти технологии чрезвычайно энергоемки и требуют больших капиталовложений. Поэтому фиторемедиация как альтернатива физическим или химическим методам восстановления почв является весьма перспективной технологией, гармонично взаимодействующей с экосистемой. Эта технология основана на использовании растений для рекультивации почв, загрязненных токсичными микроэлементами (ТМЭ), углеводородами, пестицидами, нефтепродуктами, а также радионуклидами. Однако фиторемедиация имеет некоторые ограничения, такие как длительный период восстановления, необходимость утилизации загрязненной биомассы, а также медленное разложение органических ксенобиотиков в почве.

В настоящее время применение биоэнергетических растений в процессе фиторемедиации набирает популярность в соответствии со стратегией биоэкономики, направленной на поиск альтернативного сырья для преобразования в энергетические продукты для достижения устойчивого роста. Эти растения должны обладать способностью быстрого роста и производства достаточного количества биомассы для удаления значительного количества загрязняющих веществ из почвы. Несомненно, характер восстановления будет напрямую зависеть от способности растения поглощать и накапливать соответствующий загрязнитель. В долгосрочной перспективе важным свойством биоэнергетических растений, которое необходимо учитывать, является высокое содержание лигнина, целлюлозы и лигноцеллюлозы, которые определяют качество производимой биомассы и влияют на ее применение.

Цель исследования. Целью исследования является выявление физиологических особенностей воздействия хлорорганических пестицидов (ХОП) и ТМЭ на энергетические виды растений для оптимизации технологии фиторемедиации и разработка методов преобразования биомассы, образующейся во время фиторемедиации, в биопродукт.

Задачи исследования:
1. Определить энергетические растения второго поколения, подходящие для применения в фиторемедиации почв, загрязненных ХОП или ТМЭ, производящие высокий урожай биомассы и способные накапливать и/или разлагать ХОП или ТМЭ.
2. Изучить толерантность энергетических культур к высоким концентрациям ХОП или ТМЭ в почве.
3. Оптимизировать рост, производство биомассы и фиторемедиационный потенциал энергетических культур путем внесения органических и неорганических добавок в почвы, загрязненные ХОП или ТМЭ.

4. Разработать способ утилизации загрязненной биомассы энергетических культур, полученной в результате процесса фиторемедиации.
Объекты исследования: Почвы: а) исторически загрязненная ХОП; б) исторически загрязненная ТМЭ. Энергетические растения второго поколения: a) Miscanthus sinensis And.; б) Miscanthus × giganteus Greef et Deu.
Методы исследования: Физиологические (визуальный осмотр растений на предмет наличия индикаторов стресса; измерение продуктивности биомассы), химические (агрохимический профиль загрязненной почвы; атомно-абсорбционная спектрометрия с электротермической атомизацией; газовая хроматография с детектором захвата электронов), биотехнологические (микроклональное размножение), программа для анализа и редактирования изображений Adobe Illustrator и программное обеспечение для статистического анализа R. Экспериментальные данные имели достаточное количество повторов и были статистически достоверными.

Научная новизна исследования. В ходе исследования были впервые обнаружены: a) способность Miscanthus sinensis переносить высокие концентрации многочисленных ХОП, включая 15 СОЗ-пестицидов, в почвах; б) потенциал производства биочара из загрязненных корневищ Miscanthus × giganteus для достижения «zero-waste» технологии в фиторемедиации.
Теоретическая и практическая значимость исследования. В диссертации рассмотрены фундаментальные аспекты морфологических и физиологических параметров устойчивости энергетических культур второго поколения к хлорорганическим пестицидам и токсическим микроэлементам для решения теоретических концепций моделей адаптации растений к воздействию ксенобиотиков.

Таким образом, диссертация имеет теоретическое и практическое значение.
Основные положения, выносимые на защиту:
1. Почва вокруг бывшего склада устаревших пестицидов загрязнена 24 наименованиями ХОП, включая 15 СОЗ-пестицидов (альдрин, хлордан, 2.4-ДДД, 4.4-ДДД, 4.4-ДДЭ, 4.4-ДДТ, дикофол, дильдрин, эндрин, эндосульфан α и β, ГХБ, α-, β- и γ-ГХЦГ и гептахлор) в концентрациях, превышающих ПДК до 1000 раз, которые представляют угрозу для окружающей среды и здоровья человека.

2. M. sinensis толерантен к сильному загрязнению почвы (145 мг кг-1) многочисленными ХОП, в отличие от M. × giganteus. Индекс толерантности растения, равный 0.99, подтверждает вышеуказанное утверждение. Высота растений и сухая масса надземной биомассы уменьшились на 5% и 23%, в то время как длина и сухая масса корней увеличились на 16% и 11%, соответственно. Было обнаружено, что ХОП влияют на содержание пигментов хлорофилла: Chla снизился на 30%, Chlb – на 37%, а каротиноиды – на 29%.

3. M. sinensis способен поглощать ХОП из загрязненной почвы и гипераккумулировать дикофол, хлордан, дильдрин, эндосульфан сульфат, β-ГХЦГ и ГХБ с КБК 66.8, 35.9, 21.1, 21.7, 6.6 и 28.7, соответственно. Энергетическая культура обладает потенциалом биоконцентрации 4.4-ДДЭ, 4.4-ДДТ, метоксихлора, 𝛾-ГХЦГ, альдрина, гептахлора, эндосульфана β, эндрин альдегида и гексабромбензена с КБК, превышающими 1 и равными 2.1, 1.5, 3.9, 1.1, 1.6, 2.7, 2.6, 1.2 и 2.1, соответственно; фитостабилизации 4.4-ДДЭ, дикофола и хлордана с КТЛ равными 0.49, 0.07 и 0.47, соответственно; и фитоэкстракции β-ГХЦГ, 𝛾-ГХЦГ и гептахлора с КТЛ выше 1 и равными 4.04, 84 и 2.01, соответственно. 4.4-ДДТ, метоксихлор, альдрин, дильдрин, эндосульфан β, эндосульфан сульфат и эндрин альдегид равномерно распределены внутри растения (КТЛ ~ 1). Корреляционный анализ подтвердил, что поглощение ХОП из почвы зависит от их гидрофобности: чем выше гидрофобность, тем ниже накопление в тканях растений. Было обнаружено, что M. sinensis, произраставший на загрязненной почве, отобранной вокруг бывшего склада пестицидов, развил механизм физиологической устойчивости во время адаптации к ХОП, то есть накопление и перемещение ХОП в системе “почва – корень – НЗБ” с использованием механизмов фитостабилизации и фитоэкстракции. M. sinensis может быть использован для восстановления почв, загрязненных ХОП.
4. Оптимизация условий выращивания M. sinensis в почве, загрязненной ХОП, показала, что внесение Tween 20 увеличивает высоту растений и длину корней на 16.6% и 20.8%, соответственно; увеличивает накопление и обеспечивает фитостабилизирующий эффект в отношении альдрина, хлордана, дильдрина, эндосульфана β, эндосульфан сульфата, эндрин альдегида, гептахлора, гексабромбензена, метоксихлора, 4.4-ДДТ, и 4.4-ДДЭ, увеличивая их поглощение и снижая их транслокацию в НЗБ в 2.2 и 10.4, 1.4 и 6.0, 2.2 и 11.3, 1.8 и 6.1, 2.5 и 8.2, 2.3 и 10.1, 1.3 и 8.5, 1.3 и 16.0, 1.2 и 13.6, 2.1 и 17.5, 1.6 и 3.9 раза, соответственно; снижает поглощение ГХБ, β-ГХЦГ, γ-ГХЦГ и дикофола в 2.7, 1.3, 23.1 и 3.7 раза, соответственно, снижая миграцию ГХБ, β-ГХЦГ и γ-ГХЦГ в НЗБ в 7.1, 12.6 и 278 раз, соответственно, и увеличивая ее для дикофола в 2.2 раза. Таким образом, применение Tween 20 повышает эффективность поглощения и фитостабилизации ХОП.

Внесение АУ в почву, загрязненную ХОП, отрицательно сказалось на сухом весе и длине корней и существенно снижало поглощение альдрина, хлордана, дильдрина, эндосульфана β, эндосульфан сульфата, эндрин альдегида, ГХБ, гептахлора, гексабромбензена, метоксихлора, β-ГХЦГ, γ-ГХЦГ, и 4.4-ДДТ в 1.6, 3.0, 1.6, 1.1, 1.4, 1.5, 3.0, 1.4, 2.0, 1.5, 2.4, 23.1 и 1.4 раза, соответственно; усиливало фитостабилизацию (от 1.9 до 115 раз) всех ХОП, кроме хлордана, чья миграция в НЗБ M. sinensis увеличилась в 1.8 раза, а также альдрина и хлоробензилата, их транслокация внутри растения не подверглась влиянию АУ. Таким образом, АУ может быть эффективно использован для выращивания M. sinensis на загрязненных ХОП почвах в целях производства относительно чистой биомассы для преобразования в биопродукты.

5. M. × giganteus толерантен (ИТ = 2.0) к высоким концентрациям V (в 11.7 раза выше ПДК), Sr (59.8×ПДК), Cr (2.7×ПДК), Ni (2.1×ПДК) и в особенности Pb (4.6× и 33.9×ПДК), который был наиболее биодоступным из-за искусственного загрязнения почвы, следовательно, отсутствия процесса старения почвы. Энергетическая культура, способная поглощать ТМЭ из загрязненной почвы: M. × giganteus может биоконцентрировать и фитоэкстрагировать Mn с КБК для НЗБ и корней равным 1.2-1.6 и 0.5-0.7, соответственно; с увеличением концентрации Pb в почве накопление Mn в НЗБ и корнях уменьшилось на 25.6% и 31.8%, соответственно. M. × giganteus не обладает потенциалом биоконцентрации (КБК <1, даже <0.1, за исключением Zn) четырех оставшихся ТМЭ, а именно Cu, Zn, Sr и Pb, в условиях множественного загрязнения ТМЭ. Более того, M. × giganteus не способен поглощать и накапливать V, Cr и Ni при множественном загрязнении почвы ТМЭ.

6. Оптимизация условий выращивания M. × giganteus в почве, загрязненной ТМЭ, показала, что инокуляция корневищ PGPB B. altitudinis KP-14 улучшает физиологические параметры, такие как высота и сухая масса листьев, стеблей и корней на 28.2%, 49.1%, 85.9% и 76.0%, соответственно; обеспечивает фитостабилизирующий эффект в отношении Cu, Sr и Pb, увеличивая их поглощение на 30.6%, 30.3% и 39.7%, соответственно.

7. Загрязненная биомасса M. × giganteus может быть использована для производства биочара с целью достижения “zero-waste” технологии в фиторемедиации. Средний выход биочара, полученного либо из соломы Мискантуса, либо из корневищ, составляет 31.2%. Биочар обладает хорошими термохимическими и физико-химическими свойствами, которые можно применять в процессе улучшения качества почвы и фиторемедиации: загрязненная биомасса может быть преобразована в биочар для содействия фиторемедиации.

Уровни организация исследований. Исследования, описанные в этой диссертации, проводились на уровне тканей, органов, организмов и экосистем.

Связь с планом основных научных работ. Диссертационные исследования по изучению различных энергетических растений на предмет возможности восстановления почв, загрязненных ксенобиотиками органического и неорганического происхождения, были поддержаны программой ВR05236379 «Комплексная оценка воздействия неутилизированных и запрещенных к использованию пестицидов на генетический статус и здоровье населения Алматинской области», предоставленным Комитетом по науке Министерства образования и науки Республики Казахстан, частично выполнено в Институте генетики и физиологии МОН РК. Часть исследовательской работы, направленная на изучение конвертации загрязненной биомассы в биопродукт, была поддержана немецко-чешским проектом CORNET «MiscanValue» и проводилась на факультете окружающей среды Университета Яна Евангелиста Пуркине в Усти-над-Лабем, Чешская Республика.

Личный вклад автора. Все основные результаты, описанные здесь, выполнены и собраны автором. Кроме того, основные результаты исследований, анализы, таблицы, данные и рисунки созданы автором, а все новые наблюдения и выводы сделаны на основе результатов, полученных от работы и исследования Ph.D докторанта.

Апробации исследования. Основные результаты и наблюдения представлены и подтверждены публикациями в престижных международных научных журналах, включенных в базу данных Scopus, Web of Science, журналах, рекомендованных ККСОН, а также в трех главах книги «Phytotechnology with Biomass Production: Sustainable Management of Contaminated Sites”, опубликованное издательством Taylor & Francis. Результаты обсуждались на научных семинарах института, докладывались на международных и республиканских научных конференциях:

- на Международной научной конференции студентов и молодых ученых «Фараби Әлемi» (2019, Алматы, Казахстан);

- на Международной научной конференции студентов и молодых ученых «Фараби Әлемi» (2020 г., Алматы, Казахстан).

Публикации. Большая часть содержания диссертации была опубликована в 20 научных работах, в том числе в 7 научных статьях с импакт-факторами (IF = 6.789; IF = 4.32; IF = 4.223 (2); IF = 3.417; IF = 1.99) в соответствии с Базой данных SCOPUS. 5 статей в научных журналах, рекомендованных Комитетом по контролю в сфере образования и науки Министерства образования и науки Республики Казахстан (ККСОН МОН РК), 3 тезиса в материалах международных конференций, 3 главы в книге «Phytotechnology with Biomass Production: Sustainable Management of Contaminated Sites», опубликованной в издательстве Taylor & Francis, 1 глава в книге «Key Questions on Climate Change and Sustainability. Toward the Make-or-Break Years», опубликованной издательством Printeko, 1 брошюра и 1 кадастр.

Структура диссертации. Диссертация написана на 111 страницах, содержит обозначения и сокращения, введение, обзор литературы, материалы и методы, результаты и обсуждения, выводы, ссылки из 237 источников, содержит 14 таблиц и 21 рисунок.

1 ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ
1.1 Экологическое состояние почв Республики Казахстана в отношении загрязнения хлорорганическими пестицидами (ХОП) и токсическими микроэлементами (ТМЭ)
1.1.1 История возникновения и картирование загрязнения почв, потенциальное воздействие на здоровье человека
Казахстан является страной, не имеющей выхода к морю, в Центральной Азии, которая занимает девятое место по площади в мире (2724 км2) и третье - среди промышленных держав Содружества Независимых Государств. Экономика Казахстана основана на горнодобывающей, тяжелой и нефтяной промышленности из-за наличия важных минеральных ресурсов и обширных запасов нефти. На территории Казахстана насчитывается более 5000 месторождений полезных ископаемых и металлургических заводов, таких как Казахмыс, Нова Цинк, Актюбинская медная корпорация и Южполиметалл [5,6], а 62% территории занимают нефтегазовые районы со 172 нефтяными месторождениями, 46.5% из которых все еще находятся в стадии разработки [7].
В дополнение к экологическим последствиям промышленной деятельности, на территории Казахстана существуют также исторические очаги загрязнения, унаследованные от СССР. С 1950-х гг. началось активное применение пестицидов (около 100 наименований) в сельском хозяйстве, и всего через 30 лет были выявлены случаи гибели рыб и птиц, которые были связаны с присутствием ХОП в водоемах. Например, в 1985 г. на реке Сырдарья была выявлена массовая гибель вышеупомянутых животных, связанная с накоплением ДДТ и ДДЭ в их организме [8]. Первый мониторинг уровней загрязнения почвы был проведен в 1994 г. и выявил обнаружение ХОП в 10% из 12 тысяч образцов почвы, взятых для анализа. А уже в 1993 г. этот показатель достиг 20% [8].

В связи с опасностью, которую представляют стойкие органические загрязнители (СОЗ), в 2001 г. была принята Стокгольмская конвенция, которая вступила в силу в 2004 г. Стороны Конвенции обязались сократить количество СОЗ, которые наносят вред людям и могут распространяться на большие расстояния. 23 мая 2001 г. Республика Казахстан подписала Стокгольмскую конвенцию, а 7 июня 2007 г. ратифицировала ее, взяв на себя обязательство не производить, не использовать, а также уничтожать запасы химических веществ, признанных особо опасными для жизни. В рамках Конвенции список СОЗ включал 12 химических веществ, в том числе 9 пестицидов, а именно ДДТ, альдрин, дильдрин, эндрин, хлордан, гептахлор, мирекс, токсафен и ГХБ. Однако этот список постоянно обновляется: в 2009 г. 5 пестицидов, таких как хлордекон, α-ГХЦГ, β-ГХЦГ, γ-ГХЦГ и пентахлорбензол, и 4 промышленных химиката (октабромдифениловый эфир, пентабромдифениловый эфир, PFOS и POSF) были классифицированы как СОЗ; а в 2015 г. список пополнили бромированные антипирены (PBDE, HBCD, и HBB) и PFAS [9]. Таким образом, в 2013 г. 13 ХОП были определены как СОЗ.

Вышеупомянутая антропогенная деятельность, связанная с ксенобиотиками различного происхождения приводит к текущему стойкому историческому загрязнению, представленному рисунке 1: на 2008 г. было зарегистрировано 10 000 тонн запрещенных пестицидов, непригодных для использования, и их смесей неизвестного состава [10]; на 2012 г. было зарегистрировано 602 заброшенных склада пестицидов [11]; и на 2020 г. очаги загрязнения ТМЭ были вновь обнаружены вокруг металлургических заводов [1, p. 43324].

В соответствие с рисунком 1, существует достаточное количество очагов загрязнения почв ксенобиотиками неорганического, органического или комплексного происхождения. Высокие уровни загрязнения могут вызывать заболевания человека, связанные с потреблением контаминированной пищи или случайным попаданием почвы или воды в организм, например, в сельском хозяйстве, садоводстве и т.д. [12–15]. Кроме того, воздействие на человека происходит в основном через пищу животного происхождения из-за выпаса на открытом воздухе, в результате непрерывного перорального проглатывания почвы, что было доказано для домашнего скота [16–18]. В стране, где 18% населения занято сельским хозяйством, а 80% сельскохозяйственных угодий относятся к категории пастбищ, загрязнение кормов для животных является проблемой, которую необходимо решить [19,20]. Влияние загрязнения почвы на животноводство в Казахстане было продемонстрировано на примере верблюдов: загрязнение Pb и Cd ослабило процесс [21]. Казахстан является одной из стран в мире с наиболее передовым внедрением природоохранного сельского хозяйства: нулевая обработка почвы, почвенный покров и севооборот позволяют производителям пшеницы остановить деградацию почв и повысить качество продуктов питания за счет сокращения переноса металлов обратно в окружающую среду. В целом население Казахстана традиционно питается преимущественно мясом: говядиной, бараниной, курицей, а также верблюдом и кониной.

В рамках устойчивого развития питания в Казахстане крайне важно сократить выбросы загрязняющих веществ в окружающую среду, разработать экологически чистые технологии для их извлечения из различных экологических матриц (почвы, донных отложений, поверхностных вод) и повысить уровень образования граждан по снижению воздействия загрязняющих веществ.
1.1.2 Характеристики ХОП и влияние на окружающую среду

ХОП делятся на следующие основные группы в зависимости от химической структуры: а) ДДТ и аналоги (ДДЭ, ДДД, хлоробензилат, метоксихлор, дикофол (кельтан) и т.д.); б) гексахлорциклогексаны (α-, β-, δ-, γ-ГХЦГ); в) циклодиены и родственные соединения (альдрин, дильдрин, эндрин, гептахлор, хлордан, эндосульфан и т.д.); г) токсафен и родственные химические вещества; e) мирекс и хлордекон [22]. По состоянию на 2019 г. в Стокгольмской конвенции перечислены следующие ХОП: альдрин, хлордан, хлордекон, ДДТ и метаболиты, дикофол (кельтан), дильдрин, эндрин, эндосульфан и его изомеры, ГХБ, изомеры ГХЦГ (α-, β- и γ-), гептахлор, мирекс, пентахлорфенол и токсафен [23].
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Рисунок 1 – Карта загрязнения почв Республики Казахстан [1, p. 43324,24]
Согласно Wania и Mackay [25], пестициды, классифицируемые как СОЗ, делятся на четыре группы в зависимости от давления паров переохлажденной жидкости при 25°C, коэффициента разделения октанола и воздуха (KOA) и температуры конденсации. Низкомобильные СОЗ осаждаются и остаются вблизи источника загрязнения, в то время как высокомобильные СОЗ рассеиваются по всему земному шару без локального осаждения [25, p. 393,26]. Большая часть СОЗ достаточно подвижна, чтобы испаряться и осаждаться в воздухе, воде и почве при нормальных температурах окружающей среды. Теплые температуры способствуют потенциальному рассеиванию СОЗ в атмосфере из-за более высокой подвижности и скорости разложения, в отличие от умеренного климата. Кроме того, естественные реакции разложения замедляются на холоде, что приводит к тому, что СОЗ становятся более устойчивыми. Как следствие, случаи обнаружения СОЗ в тканях арктических животных и морских местообитаниях регулярно регистрируются с конца 1960-х гг. и в настоящее время происходят все чаще [27,28].

Главной особенностью ХОП является высокая липофильность, которая приводит к накоплению этих загрязняющих веществ в липидных тканях, что приводит к серьезным неблагоприятным последствиям для здоровья человека [29]. Таким образом, биомагнификация СОЗ в основном происходит в печени и жировой ткани. Первые публичные предупреждения о потенциальной опасности СОЗ были связаны с локальными экологическими последствиями в начале 1960-х и усилились в 1970-х гг. [30]. Известно, что проблемы со здоровьем человека, такие как эндокринные нарушения, рак, репродуктивные расстройства, сердечно-сосудистые заболевания и проблемы с иммунной системой, вызываются или усугубляются этими соединениями из-за непрерывного воздействия и накопления [31]. Наиболее серьезные последствия возникают в основном при использовании загрязненных сельскохозяйственных продуктов питания, содержащих пестициды или их метаболиты [32]. Поскольку СОЗ являются биоаккумулятивными, они могут оказывать различное воздействие на здоровье человека, рыб и дикую природу, которое увеличивается с каждым звеном пищевой цепи даже при очень низких концентрациях [31, p. 89].

В Казахстане основные ХОП, присутствующие в почве, относятся к трем группам пестицидов, таким как ДДТ и аналоги, ГХЦГ и циклодиены (Таблица 1). ГХЦГ и ГХБ являются относительно высокомобильными СОЗ, которые преимущественно осаждаются и накапливаются в полярных широтах в диапазоне температур от -10°C до -50°C. ДДТ и метаболиты, хлоробензилат, метоксихлор, дикофол и ХОП группы циклодиенов являются СОЗ с относительно низкой подвижностью и предпочитают осаждаться в средних широтах в диапазоне температур от +30°C до -10°C [25, p. 216]. Следовательно, ХОП последних двух групп являются доминирующими загрязнителями с более высокими концентрациями в почвах Казахстана, которые в некоторых случаях превышают значения предельно допустимой концентрации (ПДК) в тысячи раз.

Альдрин — это белое кристаллическое вещество, используемое для борьбы с термитами, кузнечиками и другими насекомыми, и которое может стать причиной гибели птиц, рыб и людей. Значение ЛД50 для взрослых людей оценивается примерно в 5 г [23]. Люди подвергаются воздействию альдрина в основном через продукты животного происхождения, такие как молоко и мясо. Согласно исследованиям, проведенным в Индии, среднесуточное потребление альдрина и его побочного продукта дильдрина составляет около 19 мкг на человека, тогда как пероральная допустимая суточная доза (ДСД) составляет 0.03 мкг кг-1 [33]. Этот ХОП имеет довольно высокую гидрофобность (log Kow = 6.5) с периодом полураспада до одного года (Таблица 1).

Таблица 1 – Свойства, уровень токсичности, представленный пероральной летальной дозой (ЛД50), и пороговые значения концентраций ХОП для почв в соответствии с законодательством Республики Казахстан и Европейского Союза

	ХОП
	Mr,

г моль-1
	log Kow [34]
	ЛД50 (крыса),

г кг-1
	ПДК, мкг кг-1

	
	
	
	
	РК [35]
	ЕС [36]

	2.4-ДДД
	320.0
	5.87
	4 [37]
	100
	10.0

	4.4-ДДД
	320.0
	6.02
	
	100
	10.0

	4.4-ДДЭ
	318.0
	6.51
	0.8 [37]
	100
	10.0

	4.4-ДДТ
	354.5
	6.91
	0.15 [37]
	100
	10.0

	α-ГХЦГ
	296.9
	3.80
	4
	100
	220.0

	β-ГХЦГ
	290.8
	3.78
	2
	100
	92.0

	γ-ГХЦГ
	290.8
	3.72
	0.1
	100
	0.01

	δ-ГХЦГ
	290.8
	4.14
	
	100
	-

	Альдрин
	364.9
	6.50
	0.07 [38]
	2.5
	7.0

	Гексабромбензен
	551.5
	6.07
	
	30
	28

	Гептахлор
	373.3
	6.10
	0.2 [39]
	50
	0.7

	Гептахлор эпоксид
	389.3
	5.40
	-
	50
	0.052

	ГХБ
	248.8
	5.73
	3.5 [40]
	500
	50.0

	Дибутил хлорэндат
	501.0
	7.25
	10
	-
	-

	Дикофол (Кельтан)
	370.5
	5.02
	0.8 [41]
	100
	-

	Дильдрин
	380.9
	5.40
	0.09 [38]
	0.5
	7.0

	Метоксихлор
	345.6
	5.08
	5-7 [42]
	1600
	900.0

	Хлоробензилат
	325.2
	4.74
	0.7 [43]
	20
	-

	Хлордан
	409.8
	6.16
	0.6 [44]
	100
	4.3

	Эндосульфан α
	406.9
	3.83
	0.4 [45]
	100
	0.003

	Эндосульфан β
	406.9
	3.62
	
	100
	0.003

	Эндосульфан сульфат
	422.9
	3.66
	-
	-
	-

	Эндрин
	380.9
	5.40
	0.4 [46]
	1
	2.9

	Эндрин альдегид
	380.9
	4.80
	-
	-
	2.9


Примечание: Mr – молекулярная масса.
Гептахлор — это ХОП, который может быстро абсорбироваться живыми организмами при приеме внутрь и контакте с кожей и накапливаться в жировой ткани, где химическое вещество превращается в его более стойкий метаболит, гептахлор эпоксид. Пестицид абсолютно стабилен при прямом воздействии UV излучения, влаги и температур до 160°C. Его период полураспада в почве колеблется от 9 месяцев до 2 лет, но его можно обнаружить в течение 16 лет после применения. Пероральный ДСД гептахлора составляет 0.5 мкг кг-1 [39], в то время как ДСД гептахлор эпоксида– 0.013 мкг кг-1 [33].

ГХБ представляет собой хлорированный ароматический углеводород, нерастворимый в воде и хорошо растворимый в жирах. Утвержденный ДСД для предотвращения неопластического эффекта составляет 0.16 мкг кг-1 [40], тогда как значение ДСД, предотвращающее канцерогенное воздействие, составляет 0.8 мкг кг-1 [33]. Период полураспада в почве колеблется от 3-6 лет в аэробных и до 11-23 лет в анаэробных условиях [40].

Дикофол (кельтан) представляет собой ХОП, состоящий из двух изомеров p,p'- (80-85%) и o,p'-дикофола (15-20%). Пестицид представлен коричневатым маслом. ДСД составляет 30 мкг кг-1 [41]. Согласно Стокгольмской конвенции, дикофол был классифицирован как "умеренно опасный" СОЗ, но он высокотоксичен для водной флоры и фауны. Его средний период полураспада в почве составляет 60 дней, но под воздействием солнечного света происходит процесс фотодеградации, который сокращает период полураспада до 30 дней. В анаэробных условиях период полураспада ХОП составлял 15.9 дня. Интересно, что дикофол может оставаться неразлагаемым в тканях растений до 2 лет.

Дильдрин является менее гидрофобным побочным продуктом альдрина с большей молекулярной массой (Mr). Благодаря легкому и быстрому превращению альдрина в дильдрин концентрация последнего отражает суммарную концентрацию двух СОЗ. Пероральный ДСД дильдрина составляет 0.05 мкг кг-1 [33], но бывают случаи, когда суточная доза превышает допустимое значение в несколько раз: во Вьетнаме суточная доза достигает 0.55 мкг на человека; в Египте младенцы подвергаются воздействию 1.22 мкг кг-1 через грудное молоко. Период полураспада ХОП составляет около 5 лет.

Метоксихлор представляет собой белое или желтое кристаллическое вещество с периодом полураспада в воде и почве до 1 года. ДСД пестицида составляет 5 мкг кг-1 [33].

Эндосульфан представляет собой коричневый кристаллический ХОП, состоящий из двух α- (70%) и β-стереоизомеров (30%). В почве α-эндосульфан разлагается быстрее, чем β-изомер, следовательно, период полураспада α-изомера намного короче (60 дней), чем у β-изомера (900 дней) [45]. Однако основным продуктом разложения эндосульфана в почве является его метаболит, эндосульфан сульфат. Вышеуказанные соединения не имеют тенденции к выщелачиванию в грунтовые воды. По сравнению с другими ХОП, эндосульфаны более растворимы в воде, и их обнаружение в пищевой цепи очень редко. ДСД α, β и эндосульфан сульфата составляет 6 мкг кг-1 [33].

Эндрин представляет собой химическое соединение в виде порошка. Под воздействием тепла и UV эндрин может превращаться в кетон, δ-кетоэндрин и альдегид (Рисунок 2). Исследования абиотической деградации эндрина под воздействием UV излучения показали, что эндрин превращается в кетон (37%) и альдегид (9%) через 48 ч [46]. Способы удаления остатков эндрина из окружающей среды основаны на фото- и бактериальной деградации до менее токсичных соединений. Период полураспада эндрина может достигать 12 лет, в
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Рисунок 2 – Химическая структура и эмпирические формулы ХОП, часто обнаруживаемых в почвах Казахстана

зависимости от климатических и почвенных условий. Пероральный ДСД составляет 0.3 мкг кг-1 [33].

Хлоробензилат — это акарицид, обычно используемый для борьбы с клещами-фитофагами на цитрусовых деревьях. Этот пестицид встречается в виде желтого твердого вещества, плохо растворимого в воде. Кроме того, хлоробензилат является одним из метаболитов ДДТ [37]. Пероральный ДСД хлоробензилата был определен в 1965 г. и составляет 20 мкг кг-1 [43]. С тех пор нет никакой информации о смертельной дозе пестицида, путях воздействия, ПДК для различных экологических матриц и т.д. (Таблица 1).

Хлордан — это пестицид широкого спектра действия, используемый для многих сельскохозяйственных культур. Его период полураспада составляет до 1 года. В отличие от альдрина, хлордан несет угрозу для здоровья человека через воздух. Точный ЛД50 хлордана для человека не определен, хотя Derbes et al. [47] оценили смертельную пероральную дозу отравления хлорданом в 1955 г., и она составляла около 6 г, но интересно, что 30 лет спустя, согласно отчету ВОЗ [48], предполагаемый ЛД50 составлял от 25 до 50 мг кг-1. Пероральный ДСД составляет 0.5 мкг кг-1 [33].

ДДТ и его метаболиты (ДДД и ДДЭ) представляют собой белые кристаллические твердые вещества, используемые против насекомых. Эти ХОП устойчивы к деградации и могут накапливаться в жировых тканях живых организмов благодаря их высокой липофильности. Пероральный ДСД ДДТ составляет 0.5 мкг кг-1 [33]. Помимо ДДД и ДДЭ, метаболитами ДДТ являются хлоробензилат, дикофол и метоксихлор. После приема внутрь ДДТ быстро превращается либо в ДДЭ, либо в 2.2-бис(4-хлорфенил)уксусную кислоту. Период полураспада в почве составляет до 10-15 лет.
Технический ГХЦГ состоит из пяти стабильных изомеров: α- (65-70%), β- (7-10%), γ- (14-15%), δ- (~7%) и ε-ГХЦГ (~1-2%) [49]. β-ГХЦГ является наиболее стойким ХОП среди пяти изомеров, в то время как α-ГХЦГ является менее абсорбируемым (только 9.4%). β-, γ- и δ-изомеры могут поглощаться живым организмом в пропорции 91%, 99% и 92%, соответственно [49]. α-ГХЦГ лучше разлагается в аэробных условиях в сравнении с анаэробными, периоды полураспада составляют 48 и 125 дней, соответственно. Что касается β-ГХЦГ, то период полураспада в аэробных условиях составляет 91 день, в анаэробных – 122 дня. Средняя летальная доза смеси из пяти изомеров (технического ГХЦГ) для взрослого мужчины составляет 0.4 г кг-1, тогда как для детей это значение в три раза ниже (0.18 г кг-1) [49]. ДСД для γ-ГХЦГ составляет 0.3 мкг кг-1 [33].

Согласно предварительной инвентаризации СОЗ, датируемой 2003 г., в Казахстане насчитывается 727 складов и 15 мест захоронения устаревших пестицидов [50]. Предварительная инвентаризация выявила следующие пестициды: 15 тонн токсафена в Северо-Казахстанской области; 24 тонны γ-ГХЦГ (линдана) в Атырауской области; 0.5 тонн ДДТ в Восточно-Казахстанской области [50, p. 22]. Кроме того, 72% обнаруженных устаревших пестицидов представляют собой смеси неизвестного состава [50, p. 23]. В 2009 г. Институт биологии и биотехнологии растений провел инвентаризацию устаревших запасов пестицидов в Талгарском районе Алматинской области, в который вошли 15 населенных пунктов. Результаты показали, что количество устаревших пестицидов сократилось с 122.7 тонн (2005 г.) до 21 тонны. Пять населенных пунктов, а именно колледж Амангельды 1, колледж Амангельды 2, Бельбулак, Бескайнар и племзавод “Алматы”, все еще содержат их остатки и смеси [51]. Однако сокращение количества запасов и складов является лишь первым шагом на пути к восстановлению окружающей среды, которое положит конец высвобождению токсичных соединений в матрицы окружающей среды. Но долгосрочные выбросы не исчезнут из экологических матриц вокруг уничтоженных запасов, и для борьбы с этим необходимы новые зеленые технологии.

1.1.3 Характеристики ТМЭ и влияние на окружающую среду
Микроэлементы - это природные соединения, широко распространенные во всем мире и обнаруживаемые в следовых концентрациях в воде, почве и донных отложениях [52]. Загрязнение окружающей среды ТМЭ в большинстве случаев является следствием антропогенной деятельности, такой как добыча полезных ископаемых, промышленное производство, а также сельскохозяйственное и бытовое использование металлов и металлосодержащих соединений [53–56]. Однако не только антропогенная деятельность может привести к загрязнению окружающей среды ТМЭ, но также природные явления могут выступать в качестве источников загрязнения: коррозия металлов, атмосферные отложения, эрозия почвы и выщелачивание ТМЭ, ресуспендирование отложений и испарение металлов из водных ресурсов в почву и грунтовые воды, выветривание и извержения вулканов [56,57]. Химические и токсикологические характеристики ТМЭ представлены в Таблице 2.

Уровень загрязнения матриц окружающей среды, влияние загрязнения на пищевую цепочку и человека рассматриваются и изучаются на территории Республики Казахстан. Литературные данные за последние 25 лет свидетельствуют о наличии очагов загрязнения высокотоксичными металлами, такими как Cd, Pb и As, а также менее токсичными (Cu и Zn), расположенных вблизи промышленных объектов [1, p. 43324].
Хром (Cr) представляет собой химическое соединение с молекулярной массой 52.0 г моль-1, которое может встречаться в следующих формах: Cr0, Cr3+ и Cr6+. Наиболее токсичной формой является шестивалентный хром. Средняя концентрация общего Cr в почве составила 77.9 мг кг-1. На территории Казахстана не было обнаружено очагов загрязнения хромом [1, p. 43322].

Марганец (Mn) является необходимым питательным веществом для человека, но в высоких концентрациях может нанести вред здоровью. В природе Mn встречается в основном в виде соединений, например, оксидов, сульфатов или хлоридов. Средняя валовая концентрация Mn в почве составила 648 мг кг-1, не превышая ПДК (Таблица 2) [1, p. 43325].

Элементный или чистый кобальт (Co) почти так же редок в окружающей среде, как Mn. Обычно Co встречается в сочетании с кислородом, серой и мышьяком. Его средняя концентрация в почве составляла 17 мг кг-1 [1, p. 43325].

Очаг загрязнения был обнаружен в почве восточной части Павлодара с концентрацией 63.4 мг кг-1, что в три раза превышало ПДК (Таблица 2) [58].

Таблица 2 – Свойства, уровень токсичности, представленный пероральной допустимой суточной дозой (ДСД) и летальной дозой (ЛД50) и пороговыми значениями концентраций ТМЭ для почвы в соответствии с законодательством Республики Казахстан (a: [59]) и Российской Федерации (б: [60]).

	ТМЭ
	Mr,
г моль-1
	ДСД,
мг кг-1 [33]
	ЛД50 (крыса),

г кг-1 [34]
	ПДК, мг кг-1

	
	
	
	
	Подвижная
	Валовая

	Cr
	52.0
	1.5
	III – 2
	6a
	100б

	
	
	0.003
	VI – 0.11
	-
	-

	Mn
	54.9
	0.14
	1.5 [61]
	140б
	1500

	Co
	58.9
	0.008
	0.55 [62]
	5a
	20б

	Ni
	58.7
	0.02
	0.43 [63]
	4a
	20б

	Cu
	63.5
	0.04
	0.47
	3a
	33a

	Zn
	65,4
	0.3
	0.62
	23a
	55б

	As
	74.9
	0.0003
	0.76
	-
	2a

	Cd
	112.4
	0.0005
	0.23
	-
	0.5a

	Pb
	207.2
	0.0036
	5.14 [62]
	6б
	32a


Никель (Ni) — это ТМЭ, который покрывает 6% ядра Земли. Валовые концентрации Ni в почве, превышающие ПДК до 8 раз (Таблица 2), были обнаружены в Алматы, в промышленной зоне Павлодара и вблизи металлургического завода Казахмыс на севере озера Балкаш [58, p. 173,64,65].
Медь (Cu) является важным питательным веществом для растений и животных, следовательно, они могут усваивать и накапливать ее во время еды, питья и дыхания. Почва вокруг корпорации "Южполиметалл" (Туркестанская область) была загрязнена Cu в концентрациях, превышающих ПДК для подвижных форм (Таблица 2) в 13.3-26.7 раза [66]. Тогда как загрязнение почвы вокруг Балкашского горно-металлургического комбината (БГМК) достигло превышения в 44.3 раза [66, p. 273]. Наиболее загрязненный Cu участок был обнаружен в Усть-Каменогорске с концентрацией 856 мг кг-1, что превышало ПДК для валовых концентраций Cu в 25.9 раза (Таблица 2) [67].

Очаги загрязнения почвы цинком (Zn) были обнаружены вблизи плавильного завода КазЦинк (2.4 г кг-1) в Усть-Каменогорске и в промышленной зоне Риддера (1 г кг-1), что в 43.6 и 18.2 раза превышало ПДК (Таблица 2) [67, p. 370].
На территории Республики Казахстан, средняя концентрация As составляет 70.2 мг кг-1, что в 35 раз выше ПДК (Таблица 2) [68]. Были зафиксированы следующие очаги загрязнения: 19 × ПДК в почве вокруг бывшего места добычи урана Кордай; 23 × ПДК в прибрежной зоне р. Или; 38 × ПДК в Северном Балкаше; и даже 361 × ПДК на Васильковском месторождении золотой руды (Акмолинская область) [65,69,70].
Загрязнение почвы кадмием (Cd) является довольно острой экологической проблемой на территории Казахстана в сравнении с другими ТМЭ из-за многочисленных очагов загрязнения. Разными учеными выявлено пять участков с сильным загрязнением, концентрации Cd в очагах загрязнения составляли: а) 32.25 мг кг-1 в Шымкенте; б) ~ 15 мг кг-1 (до 27.4 мг кг-1) в почвах вокруг металлоплавильных заводов, а именно КазЦинк, в Риддере и Усть-Каменогорске; в) 12-18 мг кг-1 в нескольких сотнях метров от полигона Карасай (Алматинская область); г) 8-10 мг кг–1 в < 2.5 км от цементного завода Каспи (Мангистауская область) [66, p. 340,67, p. 368,71–74]. Таким образом, превышение концентраций Cd достигает 64.5 раз.

Загрязнение почвы свинцом (Pb) также имеет пять очагов, расположенных вблизи заводов по обработке металлов [68]. Почвы в радиусе 2 км от плавильных заводов КазЦинк в Риддере и Усть-Каменогорске загрязнены 500 мг Pb кг-1, тогда как с уменьшением радиуса до 1 км, концентрация Pb увеличилась до 3.87 г кг-1 (Усть-Каменогорск) [66, p. 214,67, p. 369]. Еще два очага загрязнения находятся вокруг заводов "Южполиметалл" в Кентау и Шымкенте, где концентрации Pb превышают ПДК в 21.9 и 46.9 раза (Таблица 2), соответственно [66, p. 340]. Пятый очаг находится рядом с БГМК с концентрацией 870 мг Pb кг-1 [66, p. 273].
1.2 Применение энергетических растений в фиторемедиации почв, загрязненных органическими и неорганическими ксенобиотиками
Фиторемедиация (от греч. “phyto” – растение и лат. “remedium” – очищать, восстанавливать) — это технология, использующая растения для локализации, разложения, иммобилизации и извлечения токсичных химических соединений из почвы. Технология была создана в 1990 г. [75]. В зависимости от происхождения загрязнителя (органического или неорганического) и механизмов восстановления, фиторемедиацию можно разделить на 6 видов. Для восстановления почв, загрязненных неорганически, предлагаются следующие виды: а) фитоэкстракция, загрязняющие вещества поглощаются корнями и перемещаются надземную биомассу (НЗБ) (листья, стебли, побеги, ветви); б) ризофильтрация, загрязняющие вещества в основном накапливаются в корнях без перемещения в НЗБ; и в) фитостабилизация, загрязняющие вещества иммобилизуются в почве с помощью корневых экссудатов растений [75, p. 1]. В случае органического загрязнения предлагается применять остальные 3 вида: а) фитодеградация, загрязняющие вещества поглощаются корнями и под действием ферментативной активности растений преобразуются или разлагаются до менее токсичных или безопасных соединений; б) ризодеградация, процесс направлен на обеспечение благоприятных условий для микроорганизмов, способных разлагать загрязняющие вещества, путем выделения питательных веществ, органических кислот, ферментов и т.д.; и в) фитоволотилизация, загрязняющие вещества поглощаются корнями и выделяются в атмосферу с поверхности листьев [75, p. 2]. В настоящее время фиторемедиация является перспективной технологией, гармонично взаимодействующей с экосистемой. Преимущество технологии заключается в том, что она не требует дорогостоящего оборудования и подходит для устранения широкого спектра загрязнителей окружающей среды, включая СОЗ. Более того, применение фиторемедиации не приводит к потере плодородия почвы. Однако технология имеет некоторые лимитирующие параметры, такие как длина корней растений, долгий период восстановления, климатические различия и использование неэндемичных видов, которые могут привести к нарушению биоразнообразия [76]. Правильный выбор видов растений играет решающую роль в развитии технологии фиторемедиации.

Будущие исследования должны быть нацелены на изучение оптимизации условий фиторемедиации для восстановления загрязненных почв и разработке методов утилизации контаминированной биомассы. Впоследствии, данные исследования простимулируют развитие новых секторов в соответствии с Целями Устойчивого Развития, связанными с преобразованием биомассы в энергию и биопродукты [77,78].
1.2.1 Физиологические параметры и продуктивность биомассы энергетических растений
Энергетические растения второго поколения должны обладать способностью быстрого роста и производства достаточного количества биомассы для удаления значительного количества загрязняющих веществ из почвы. Несомненно, характер восстановления будет напрямую зависеть от способности растения поглощать и накапливать соответствующий загрязнитель. В долгосрочной перспективе важным свойством биоэнергетических растений, которое необходимо учитывать, является высокое содержание лигнина, целлюлозы и лигноцеллюлозы, которые определяют качество производимой биомассы и влияют на ее применение.

Выбор видов энергетических растений является ключевым фактором, определяющим успех фиторемедиации загрязненных участков, следовательно, энергетические растения должны соответствовать следующим требованиям для того, чтобы быть использованными в фитотехнологии: а) быть устойчивыми к широкому спектру климатических условий; б) производить высокий урожай биомассы; в) содержать достаточное количество таких фракций волокон, как лигнин, целлюлоза и лигноцеллюлоза); и д) обладать способностью не только расти на загрязненных почвах, но также поглощать и накапливать загрязняющие вещества. В рамках таких соображений следующие энергетические культуры подходят для использования в фиторемедиации различных загрязненных почв: Sida hermaphrodita L. Rusby; Panicum virgatum L.; Sorghum × drummondii Steud.; Paulownia tomentosa (Thunb.) Steud.; Pennisetum purpureum Schum.; Arundo donax L.; Miscanthus × giganteus Greef et Deu; и Miscanthus sinensis And. (Рисунок 3).

Sida hermaphrodita L., также известная как мальва Вирджинская, является C4 растением семейства Malvaceae (Рисунок 3). Она был завезена на территорию бывшего СССР в 1930-х гг. из Северной Америки и сейчас широко распространена по всей Европе. Растение хорошо переносит экстремальный континентальный климат, низкие температуры (до -20℃) и засуху. Мальва Вирджинская нуждается не менее чем в 400-500 мм осадков в год и предпочитает каменистые или песчаные почвы. Высота растения колеблется от 1 до 4 м при средней урожайности биомассы 15-20 т DM га-1 в год [79]. Растение имеет хорошо развитую корневую систему, которая обеспечивает доступ к ограниченным питательным веществам и воде в маргинальных почвах [80].
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Рисунок 3 – Энергетические растения второго поколения
Panicum virgatum L., также известный как подорожник, является многолетним C4 растением семейства Poaceae (Рисунок 3). Несмотря на свое географическое происхождение (Северная Америка и Канада), растение можно культивировать в широком диапазоне широт и долгот [81]. Подорожник хорошо переносит засуху и температурный диапазон от +6 до +36℃, ему требуется не менее 350 мм осадков в год, оптимальная влажность составляет от 500 до 1100 мм [79, p. 116]. Высота растений может достигать 2.7 м при средней урожайности биомассы 25 т DM га-1 в год [82].
Sorghum × drummondii Steud., также известный как суданская трава, является однолетним быстрорастущим C4 растением семейства Poaceae (Рисунок 3). Альтернативное название раскрывает происхождение растения, а именно Судан и Южный Египет. Растение представляет собой гибрид Sorghum bicolor и Sorghum arundinaceum. Суданская трава устойчива к засухе, но нетерпима к морозам, то есть к температурам ниже -5℃. Касательно годового количества осадков, растению требуется не менее 300 мм, но, как и для подорожника, благоприятный уровень значительно выше и составляет от 500 до 1000 мм [79, p. 116]. Высота растений может достигать 3 м при средней урожайности биомассы 12-15 т DM га-1 в год [79, p. 116].

Paulownia tomentosa (Thunb.) Steud, также известная как дерево Принцессы, является быстрорастущим инвазивным энергетическим C4 деревом семейства Scrophulariaceae (Рисунок 3). Растение происходит из Китая. P. tomentosa выдерживает широкий диапазон климатических условий от -20 до +40℃ [83]. Таким образом, растение устойчиво к морозам, жаре и засухе и требует не менее 500 мм осадков в год. Высота деревьев может достигать 20-30 м при урожае биомассы 50 т DM га-1 в год даже при неблагоприятных условиях, в то время как при оптимальных условиях роста ежегодный урожай биомассы может достигать 330 т DM га-1 [84,85].
Pennisetum purpureum Schum., также называемый Напье или Слоновой травой, является многолетним C4 растением семейства Poaceae (Рисунок 3). Слоновая трава происходит из Африки и в настоящее время широко распространена в тропических и субтропических регионах [81, p. 14]. Трава предпочитает узкий температурный диапазон (от 25 до 40℃) и высокий уровень влажности, поэтому благоприятное годовое количество осадков колеблется от 910 до 2500 мм, тем не менее, растение способно переносить засуху.

Arundo donax L., также известный как гигантский тростник, является многолетним C3 растением семейства Poaceae, происходящим из Азии и Средиземноморского бассейна (Рисунок 3). Гигантский тростник хорошо переносит диапазон температур от 7 до 29℃ и длительные периоды засухи [79, p. 118]. Растению требуется не менее 300 мм осадков в год, однако оно способно выдерживать до 4000 мм. Высота A. donax обычно колеблется от 6 до 8 м, однако при благоприятных условиях может достигать 10 м. Урожайность биомассы в Италии составляет до 60 т DM га-1 в год [81, p. 13].
Miscanthus × giganteus Greef et Deu (M. × giganteus) является многолетним неинвазивным C4 растением семейства Poaceae (Рисунок 3). Трава представляет собой гибрид Miscanthus sinensis и Miscanthus sacchariflorus, происходящих из Китая и Японии, соответственно. M. × giganteus переносит низкие температуры (до -6℃), засуху и нуждается по крайней мере в 150-300 мм осадков в год [79, p. 117]. Высота растения может достигать 4 м при урожайности биомассы 15-29 т DM га-1 в год (Таблица 3). Кроме того, трава обладает потенциалом увеличивать содержание углерода, питательных веществ и биоразнообразия, а также снижать вымывание питательных веществ в почве. Растение может культивироваться на маргинальных, заброшенных постиндустриальных участках и почвах бывших военных полигонов [86–89].
Miscanthus sinensis And. (M. sinensis), также известный как китайская серебряная трава, является многолетним инвазивным C4 растением семейства Poaceae (Рисунок 3). Трава выдерживает температурный диапазон от -2 до +32℃. Высота растения обычно колеблется от 0.8 до 2 м, но при благоприятных условиях может достигать 4 м. Урожай биомассы зависит от климатических условий и может достигать 36.6 т DM га-1 в год (Таблица 3).

Среди вышеперечисленных растений, с точки зрения толерантности к различным климатическим условиям, Panicum virgatum L., Pennisetum purpureum Schum, и Arundo donax L. не подходят для использования в фиторемедиации загрязненных почв Казахстана. С точки зрения продуктивности биомассы, Sida hermaphrodita L. и Sorghum × drummondii Steud. имеют самые низкие средние значения (Таблица 3). Таким образом, для применения в фиторемедиации загрязненных почв Казахстана подходят три энергетических растения (M. × giganteus, M. sinensis и P. tomentosa).

В таблице 3 представлены основные характеристики энергетической продуктивности и урожайности биомассы при выращивании вышеуказанных энергетических растений на загрязненных почвах разных стран. Значения HHV для трех оставшихся энергетических растений почти одинаковы и равны 18.7, 17.5 и 18.0 для P. tomentosa, M. × giganteus, и M. sinensis, соответственно (Таблица 3). Gołąb-Bogacz et al. [90] назвали Мискантус является наиболее урожайной культурой среди известных энергетических растений, способных к фиторемедиации. Следующим критерием отбора является содержание фракций волокон, т.е. лигнина, α-целлюлозы и гемицеллюлозы. Таким образом, Мискантус и Павловния содержат 22.5% и 22.4% лигнина, 39.1% и 37.4% α-целлюлозы и 26.1% и 33.3% гемицеллюлозы, соответственно [91,92]. Было доказано, что биомасса Miscanthus sp. имеет перспективу переработки в биотопливо, волокна, бетонные изделия и строительные материалы [93–96].

1.2.2 Фиторемедиационный потенциал энергетических растений

Первые исследования по применению фиторемедиации для очистки почв, загрязненных СОЗ-пестицидами, были опубликованы в 1960-1970 гг.: альдрин, гептахлор и дильдрин [97]. Исследования поглощения СОЗ-пестицидов корнями растений и их транслокации в НЗБ были начаты в 1970-х гг. и были нацелены на предотвращении переноса СОЗ по пищевой цепочке “растение – животное - человек”. Все эти исследования показали, что Cucurbita pepo spp. pepo является перспективным видом, способным поглощать и нейтрализовывать токсический эффект СОЗ. Åslund et al. [98] и Zeeb et al. [99] сообщили, что не только вышеуказанные виды растений, но и Carex normalis и Festuca arundinaceae накапливают ПХБ в побегах. Более того, коэффициент биоконцентрации (КБК) ПХБ в побегах Carex normalis был ниже 1 и варьировался в пределах 0.3-0.5 [99]. В 2013 г. в корнях Cryptolepis sanguinolenta было проанализировано 14 ХОП, а именно β-ГХЦГ, δ-ГХЦГ, γ-ГХЦГ, γ-хлордан, эндосульфан α и β, гептахлор, альдрин, p,p'-ДДЭ, дильдрин, эндрин, p,p'-ДДД, p,p'-ДДТ и метоксихлор. Концентрации в корнях варьировались от 6-61 мкг кг-1 в сухой сезон до 1-11 мкг кг-1 в сезон дождей. Таким образом, было обнаружено повышенное поглощение ХОП в сезон засухи [100].
Paul et al. [101] провели полевое исследование в трех районах, загрязненных ДДТ, в Канаде. C. pepo и три эндемичных вида, Schizachyrium scoparium, Panicum virgatum и Sporobolus cryptandrus, выращивались на трех разных участках с низким (291 мкг кг-1), умеренным (5 083 мкг кг-1) и высоким (10 192 мкг кг-1) загрязнением ДДТ. Пороговая концентрация ДДТ в почве колебалась на уровне ~ 5 000 мкг кг-1, где поглощение и накопление ДДТ в тканях C. pepo было максимальным: концентрации ДДТ в побегах и корнях были равны 16 600 и 45 000 мкг кг-1, соответственно.    Два эндемичных вида (P. virgatum и S. scoparium)

Таблица 3 – Характеристики энергетической емкости растений, культивируемых в разных странах [79, p. 120]
	Энергетическое растение
	Страна
	Урожай биомассы, т DM га-1 в год
	HHV,

МДж кг-1
	Энергетический выход, ГДж га-1
	Потребление энергии, ГДж га-1

	Sida hermaphrodita L. Rusby
	Литва
	4.7 – 7.5
	17.5 – 18.4
	79 – 105
	8.6 – 29.3

	
	Германия
	6.3 – 23.3
	19.2 - 19.6
	123 – 447
	-

	
	Словакия
	-
	18.8
	-
	-

	Panicum virgatum L.
	Италия
	-
	18.5 ± 0.3
	-
	-

	
	Украина
	17.5 – 27.3
	15.0 – 15.6
	284 – 460
	-

	Rumex patientia × Rumex tianshanicus
	Молдавия
	12.2
	-
	200
	-

	
	Словакия
	-
	18.0 – 18.9
	-
	-

	Paulownia tomentosa
(Thunb.) Steud.
	Новая Зеландия
	-
	19.1 – 20.1
	-
	-

	
	Испания
	-
	18.3
	-
	-

	
	Словакия
	-
	16.4 – 19.7
	-
	-

	Miscanthus × giganteus
Greef et Deu
	Италия
	15.0 – 28.7
	16.5 – 18.5
	173 (1ый год)

858 (2ой год)

342 – 609
	12.8 – 26.5 (1ый год)
4.1 – 17.9

	
	Германия
	
	17.7
	-
	-

	
	Великобритания
	15.0 – 21.3
	9.5 – 20.2
	-
	-

	
	Хорватия
	-
	18.1 – 18.2
	-
	-

	
	Польша
	-
	17.7 – 20.2
	-
	-

	
	Словакия
	-
	16.3 – 19.6
	-
	-

	Miscanthus sinensis And.
	Германия [102]
	-
	16.0 – 18.2
	-
	-

	
	Словакия [103]
	4.8 (1ый год)
14.1 – 36.6
	18.8 – 19.2
	72.6 (1ый год)
223 – 579
	-

	
	Северная Корея [104]
	-
	16.8
	-
	-

	
	Польша [105]
	-
	18.0 – 19.2
	-
	-

	
	Нидерланды [106]
	-
	18.7
	-
	-


были идентифицированы в качестве потенциальных фитоэкстракторов ДДТ с более высокими показателями накопления этого ХОП в побегах, чем у известного фитоэкстрактора C. pepo, когда учитывалась оптимальная плотность посадки [107].

M. × giganteus отлично подходит для использования в фиторемедиации благодаря своей способности расти в одной и той же почве до 20 лет, непрерывно производя биомассу. Трава устойчива к высоким концентрациям ТМЭ в почве по следующим причинам: а) хорошо развитая корневая и корневищная система с интенсивным метаболизмом; б) корни выделяют 17 аминокислот, интенсивность выделения зависит от природы загрязнения; в) превосходная антиоксидантная и фотосинтетическая способности уменьшают повреждения, вызванные стрессом; д) разнообразие ризосферных микроорганизмов, способствующих поглощению питательных веществ и нетоксичному поглощению ТМЭ [79, p. 120]. Среди энергетических культур Мискантус обладает более высокой способностью к извлечению ТМЭ из почвы. Эффективность извлечения может достигать 98% для As, 86% - Cu, 78% - Pb, 61% - Ni, 56% - Ni, и 43% для Zn [108]. Способность к поглощению напрямую коррелирует с урожайностью биомассы растений: чем выше урожай, тем более резкое снижение концентраций ТМЭ в почве. M. × giganteus может поглощать 55 г Cd га-1, 85 г Pb га-1 и 720 г Zn га-1 ежегодно из почв бывших военных полигонов [89,109]. Многочисленные исследования доказали эффективность M. × giganteus в фиторемедиации почв, загрязненных ТМЭ [110–114]. Однако в случае загрязнения почвы ХОП, растение не обладает толерантностью к концентрациям, превышающим 2×ПДК (241 ± 16 мкг кг-1) [115]. Между тем M. sinensis был более толерантен - до 62×ПДК [115, p. 65]. Таким образом, принимая во внимание способность растения расти на органически загрязненной почве, M. sinensis является реальным кандидатом для ремедиации почв, загрязненных ХОП.

1.3 Влияние органических и неорганических почвенных добавок на фиторемедиационный процесс и продуктивность биомассы
Эффективность фиторемедиации зависит от степени загрязнения почв, доступности ксенобиотиков для ризобактерий, фитодоступности, способности растений и связанных с ними ризобактерий перехватывать, поглощать, накапливать и/или деградировать их [116]. Для улучшения вышеуказанных аспектов процесса фиторемедиации были протестированы органические кислоты, поверхностно-активные вещества, наночастицы, рамнолипиды, биочар и ассоциации растений и микроорганизмов (АРМ), т.е. органические и неорганические почвенные добавки.

1.3.1 Низкомолекулярные соединения
Корни растений выделяют широкий спектр соединений, таких как аминокислоты и органические кислоты (янтарная, аконитовая, винная, яблочная, малоновая, щавелевая и лимонная кислоты), сахара и ферменты, которые находятся в сложных взаимодействиях между абиотическими и биотическими компонентами ризосферы. Они выделяются корнями растений в трех случаях: недостаток питательных веществ, токсичность загрязняющих веществ и аноксия [117].

Органические кислоты — это слабые кислоты, которые проявляют различное кислотное поведение. Поскольку органические кислоты могут диссоциировать на карбоксильные группы и нести один или несколько отрицательных зарядов, они играют важную роль не только в метаболизме при производстве энергии в качестве промежуточных звеньев в трикарбоновом цикле, но и в большинстве клеточных метаболических путей [118]. В 1995 г. была выдвинута гипотеза о способности корней растений выделять вещества, которые связываются с молекулами СОЗ в почве, образуя гидрофильный комплекс, который может поглощаться корнем и транспортироваться в НЗБ [119]. Пять лет спустя гипотеза была доказана: экссудаты корней C. pepo напрямую связываются с молекулами диоксинов и фуранов, тем самым повышая их гидрофильность и облегчая транслокацию в НЗБ [120]. Внесение в почву, загрязненную p,p'-ДДЭ, низкомолекулярных органических кислот (НОК) увеличило накопление ХОП в тканях C. pepo: янтарной – на 19%; винной - на 27%; яблочной - на 31%; малоновой - на 36%; щавелевой - на 45%; и лимонной - на 58% [121]. Внесение цитрата (0.05 М) в почву, загрязненную p,p'-ДДЭ, увеличило его накопление в корнях Trifolium incarnatum, Brassica juncea, и Vicia villosa на 39%. Для каждого вида растений наблюдалось значительное снижение концентрации p,p'-ДДЭ в ризосфере. Корни растений накапливали ХОП в концентрациях в 2-5 раз больше, чем его концентрация в почве, таким образом, КБК для корней растений составлял 2-5 [122].
Эти исследования указывают на то, что фиторемедиация является контролируемым процессом; добавление НОК вызывает частичное растворение структуры почвы путем хелатирования неорганических структурных ионов, потенциально увеличивая биодоступность и влияя на фиторемедиацию органически загрязненной почвы.

1.3.2 Поверхностно-активные вещества (ПАВ)
Поверхностно-активные вещества — это химические соединения, которые вызывают снижение поверхностного натяжения, концентрируясь на границе термодинамических фаз. ПАВ могут увеличить потенциальную растворимость гидрофобных органических соединений в воде, инкапсулируя их внутри гидрофобной сердцевины мицеллы. Например, ПАВ увеличили растворимость ПХБ в системе «почва - вода» [123]. Добавление ПАВ в органически загрязненные среды в качестве корректирующих агентов использовалось для повышения биодоступности гидрофобных соединений за счет усиления массопереноса из твердой почвы в водную жидкую фазу [123, p. 945].

ПАВ химического или синтетического (Tween, Полисорбат, Сурфакс, Тритон и др.) и биологического (рамнолипиды) происхождения используются для оптимизации условий фиторемедиации. Неионный Tween 80 и анионный додецилсульфат натрия (SDS) были протестированы для увеличения десорбции ХОП из загрязненной почвы в воду [124]. Tween 80 усиливал десорбцию p,p'-ДДТ, p,p'-DDE и α-циперметрина; SDS вел себя аналогично по отношению к p,p'-ДДТ, p,p'-DDE, α-циперметрину, эндосульфану α и его сульфату. Добавление Tween 20 и Tween 80 увеличило удаление полиароматических углеводородов (ПАУ) из загрязненной почвы на 82% и 85%, соответственно, снижая их гидрофобность [125]. Более того, Tween 20 стимулировал рост гипокотиля (на 90%), повышал проницаемость мембран, что улучшало усвоение питательных веществ корнями и приводило к увеличению веса НЗБ [126–128]. В целом, неионные ПАВ обладают более высокой способностью к солюбилизации и более низкой стоимостью в сравнении с катионными и анионными ПАВ.

Рамнолипиды оказались более подходящими в качестве биологически активных заменителей, поскольку они, как правило, нетоксичны и быстро разлагаются в почве. Рамнолипиды представляют собой класс гликолипидов, продуцируемых Pseudomonas aeruginosa. Добавление рамнолипида увеличило доступность p,p'-ДДЭ для гипераккумулятора C. pepo ssp. pepo и неаккумулятора C. pepo ssp. ovifera, также увеличились КБК для корней, листьев и плодов обоих растений. Однако биомасса C. pepo ssp. ovifera снизилась на 60%, таким образом, концентрации p,p'-ДДЭ в вегетативных органах были ниже в сравнении с контролем. В то же время, влияния на биомассу C. pepo ssp. pepo не было обнаружено, при значительном повышении концентраций ХОП в тканях растения. Более того, внесение рамнолипида в сильно загрязненную почву (p,p'-ДДТ ~1100 мкг кг-1) увеличило поглощение ХОП C. pepo ssp. pepo cv. [129].
1.3.3 Углеродсодержащие материалы (УСМ)
В последние годы все больше внимания уделяется углеродсодержащих материалов (УСМ), таких как древесный уголь, биочар и активированный уголь (AУ), для стабилизации органических загрязнителей in situ в почвах [130]. УСМ действуют противоположно ПАВ, снижая биодоступность загрязняющих веществ для растений [131]. АУ - это уголь с высокой сорбционной способностью благодаря химической структуре, высокой пористости и большой площади поверхности (SBET) [132]. Использование АУ для восстановления загрязненных систем восходит к 1940-м гг., и, несмотря на фантастические результаты, его широкомасштабное применение непрактично и невозможно из-за высокой цены. По этой причине ученые задумались о создании аналогов АУ, обладающих теми же свойствами, но более низкой ценой [133]. Биочар — это продукт, богатый углеродом, получаемый при сжигании биомассы, такой как древесина, навоз или листья, при относительно низких температурах в среде с низким содержанием кислорода.

Биочар применялся в различных областях, включая кондиционирование и рекультивацию почвы, секвестрацию углерода и очистку воды [134]. В нескольких исследованиях сравнивался эффект биочара, полученного из различных отходов (растительных материалов, опилок и других древесных материалов, рисовой шелухи, отходов нефтяной промышленности, отходов удобрений, зольной пыли, отходов сахарной промышленности и т.д.). Удаление органических загрязнителей варьировалось от 80% до 99.9%. Использование биочара имеет ряд преимуществ. Это недорогой и возобновляемый адсорбент, который может секвестрировать загрязняющие вещества различного происхождения (химического, биологического, физического). Биочар способен улучшать качество почвы за счет поглощения углерода, увеличивать емкость катионного обмена и снижать потребность в удобрениях [135,136]. Биочар быстро набирает популярность, но опубликовано лишь малое количество исследований по использованию биочара для минимизации биодоступности загрязняющих веществ, более того большая часть этих исследований основана на лабораторных опытах [137,138]. Внесение биочара в почву увеличило биодоступность PCDD и PCDF, в то время как внесение АУ снизило - до 90.7% [139]. Накопление ПХБ в корнях C. pepo, росших на почве с добавлением 2.8% AУ, биочара Берта и биочара BlueLeaf, снизилось на 74%, 72% и 64%, соответственно [140].

Таким образом, биочар оказывает очевидное влияние на биодоступность пестицидов и их деградацию живыми организмами. Несмотря на все большее количество недавно опубликованных исследований о положительном влиянии биочара на поглощение ХОП, мало внимания уделяется влиянию биочара на механизмы поглощения и десорбции пестицидов как эффективных агентов, влияющих на их биодоступность и токсикологические эффекты.

1.3.4 Наночастицы
Наноремедиация — это новая область экологической биотехнологии, которая подразумевает способность наночастиц Ag, Au, Mg и Fe вызывать дегалогенирование галогенуглеродных пестицидов. Наноматериалы могут либо непосредственно вступать в реакцию с загрязнителем, либо способствовать их превращению в менее токсичные формы [141]. Наночастицы используются во всем мире для почти 100% разложения ДДТ за очень короткий период [142]. Дехлорирование ДДТ в водной фазе, содержащей биосурфактант, проводили с использованием биметаллической системы Mg/Pd. Высокая концентрация в 100 млн-1 была успешно разложена за очень короткое время, всего за 1 час. Было обнаружено, что биметаллические наночастицы Ni/Fe также эффективны при разложении ДДТ в водном растворе в слабокислых или щелочных условиях. Кислая среда способствует эффективному разложению ДДТ, поскольку производство протонов помогает генерировать водород [143]. Применение наноразмерного Fe с нулевой валентностью (nZVI) для разложения ДДТ в воде и почве привело к 92% и 22.4% деградации, соответственно. Довольно слабая деградация ДДТ в почве может быть объяснена старением почвы и низкой скоростью диффузии ХОП [144]. nZVI может полностью и быстро разлагать линдан (γ-ГХЦГ) в течение 24 ч с образованием γ-3.4.5.6-тетрахлорциклогексана (нестабильного промежуточного продукта), который в конечном итоге превращается в более мелкие ионы бензола и хлорида. Линдан эффективно разлагался (100%) при освещении в присутствии TiO2, легированного азотом в соотношении 16:1 М, в то время как при воздействии только UV излучения деградация составляла 37.5% [145]. Наночастицы сульфидного железа, стабилизированные биополимерами, разлагали линдан с эффективностью 94% в течение 8 ч [146].
Применение наночастиц в процессе фиторемедиации было впервые осуществлено в 2016 г. Alpinia calcarata, Ocimum sanctum и Cymbopogon citratus выращивали на почве, загрязненной эндосульфаном (1139.84 ± 0.93 мкг кг-1), в присутствии и отсутствии nZVI (1 г кг-1). Измерения почвы проводились на 7, 14, 21 и 28 дни. A. calcarata обладала лучшей эффективностью по сравнению с двумя другими растениями, эффективность снижалась в следующем порядке: A. calcarata > C. citratus > O. sanctum. Эффективность удаления эндосульфана на 7-й день была самой высокой (82% было удалено за 7 дней) в экспериментах по нанофиторемедиации с A. calcarata, затем постепенно снижалась, вероятно, из-за снижения активности nZVI с течением времени [147]. Таким образом, комбинированная технология нано- и фиторемедиации является одним из перспективных направлений для поглощения и аккумуляции ХОП.

1.3.5 Ассоциации растений и микроорганизмов (АРМ)
Взаимодействие между растениями и микроорганизмами в процессе фиторемедиации включают взаимодействия ризобактерий, колонизирующих поверхность корней и разлагающих органические загрязнители; эндофитных бактерий, которые колонизируют внутреннюю поверхность стеблей растений и разлагают органические соединения; и бактерий, способствующих росту растений (PGPB), которые оказывают благотворное влияние на рост и развитие растений [148]. Микроорганизмы играют ключевую роль в функциях почвенной экосистемы и выполняют важные функции, в особенности минерализацию органического вещества, круговорот питательных веществ и вклад в образование гуминовых веществ [149].
Органические ксенобиотики подавляют развитие растений, тем самым снижая эффективность фиторемедиации, и для преодоления ограничительных факторов используются ассоциации растений и микроорганизмов (АРМ). В последнее время было опубликовано множество исследований по оптимизации технологии фиторемедиации и стимулированию производства растительной биомассы с использованием эндофитов и ризобактерий. Вышеперечисленные микроорганизмы обладают различными функциями: ризобактерии колонизируют поверхность корней, в то время как эндофитные бактерии колонизируют внутри растительного организма, не вызывая патогенности. Эндофитные популяции, так же, как и популяции ризосферы, восприимчивы к биотическим и абиотическим факторам, но их можно защитить от них. Еще одним преимуществом эндофитов является то, что среди них распространены бактерии, способные деградировать ксенобиотики органического происхождения. Эндофиты могут снижать фитотоксичность и общее испарение летучих органических соединений. Поскольку эндофитные бактерии колонизируют внутри растения, они могут взаимодействовать более тесно в сравнении с ризобактериями. Прежде чем попасть в растение, эндофиты должны поселиться в ризосфере и прикрепиться к поверхности корня. Органические соединения, то есть корневые экссудаты, действуют как сигналы для хемотаксического движения бактерий. Во время перехода от ризосферы к эндосфере растений колонизирующие бактерии должны быть способны быстро адаптироваться к совершенно другой среде (т.е. рН, осмотическому давлению, источникам углерода, доступности кислорода). Более того, им необходимо преодолеть защитную реакцию растений на вторжение. Наиболее важным преимуществом использования эндофитных бактерий во время фиторемедиации является то, что любой токсичный ксенобиотик, поглощенный растением, может быть деградирован внутри растения, тем самым снижая фитотоксический эффект и устраняя любое токсическое воздействие на растительноядную фауну, обитающую на загрязненных участках или вблизи [150]. Было изучено партнерство различных видов растений и эндофитов, т.е. ивы и Burkholderia sp. HU001, Pseudomonas sp. HU002 для аккумуляции Cd; тополя и Enterobacter sp. PDN3; Lolium multiflorum var. Taurus и Pseudomonas sp. ITRI53, Pseudomonas sp. MixRI75 для деградации углеводородов; L. multiflorum var. Taurus, L. corniculatus var. Leo, M. sativa var. Harpe и Enterobacter ludwigii для деградации углеводородов; тополя и Pseudomonas putida W619-TCE; люпина желтого и Bacillus cepacia VM1468; Triticum sp. и Zea mays и Burkholderia cepacia FX2; Pisum sativum и Pseudomonas putida; Triticum sp. и Z. mays и Enterobacter sp. 12J1; Pisum sativum и Pseudomonas putida VM1450 для деградации 2.4- дихлорфеноксиуксусной кислоты [151–155].
Как правило, рассматриваются две основные технологии по обогащению продуктивности биомассы Мискантуса на загрязненных ТМЭ почвах. Первая технология заключается в том, чтобы воздействовать на почву, добавляя различные добавки, такие как удобрения, отложения и биосолиды, или внося в систему лимонную кислоту, ЭДТА и грибы. Вторая технология основана на воздействии на корневища, которое может быть достигнуто путем совместного компостирования, обработки регуляторами роста и включения микробных организмов [89, p. 342,148, p. 124].
В последнее время широко изучается использование микроорганизмов, в частности - PGPB, для стимулирования роста растений и восстановления почвы, загрязненной ТМЭ. PGPB облегчает адаптацию растения к неоптимальным условиям почвы во время стресса и повышает эффективность фиторемедиации, способствуя росту растений, изменяя биодоступность ТМЭ, снижая фитотоксичность и увеличивая транслокацию ТМЭ в НЗБ растения. PGPB производит различные химические вещества, такие как аминокислоты, белки и антибиотики, которые помогают растениям превозмогать токсичность ТМЭ. PGPB обладает потенциалом для минимизации вредных эффектов ТМЭ путем восстановления, окисления, метилирования или деметилирования, деградации и преобразования в менее токсичное состояние [156]. Zeng et al. [157] исследовали роль внеклеточного полимерного вещества (EPS), продуцируемого Bacillus sp. S3, в детоксикации различных ТМЭ, особенно Sb, Cu, Cd и Cr. EPS Bacillus sp. S3 значительно усиливал адсорбцию и детоксикацию ТМЭ. Аналогичным образом, Ndeddy Aka и Babalola [158] заявили, что инокуляция почвы бактериальными штаммами, Pseudomonas aeruginosa KP717554, Alcaligenes feacalis KP717561 и Bacillus subtilis KP717559, увеличила количество мобильных Ni, Cd и Cr на 51%, 50% и 44%, соответственно. Этот эффект может быть обусловлен образованием органических кислот, солюбилизацией фосфатов и окислительно-восстановительными реакциями. Khan et al. [159] выявили важность Catharanthus roseus и их ассоциации с ризобактериями в фиторемедиации почвы, загрязненной Cu и Pb. Авторы проиллюстрировали, что С. roseus, инокулированный бактериальными штаммами Pseudomonas fluorescens RB4 и Bacillus subtilis 189, демонстрировал более высокие показатели биомассы из-за смягчения стресса от ТМЭ. Эксперименты с микрокосмом продемонстрировали, что инокуляция почвы PGPB, т.е. Pseudomonas sp. A3R3 или Psychrobacter sp. SRS8, улучшила продуктивность биомассы растений и повлияла на параметры фиторемедиации. Pseudomonas sp. A3R3 оказывал большее влияние на урожайность биомассы растений, тогда как Psychrobacter sp. SRS8 влиял на накопление ТМЭ в растениях [160]. Hassan et al. [156, p. 524] изучали влияние PGPB: Bacillus cereus и Pseudomonas moraviensis на продуктивность пшеницы в засоленной и загрязненной ТМЭ почве. Результаты показали, что максимальное снижение КБК наблюдалось для Cd, Co, Cr и Mn. Инокуляция P. moraviensis уменьшила КБК, а также КТЛ для Cd, Cr, Cu, Mn и Ni. Существует лишь несколько исследований, в которых изучалось влияние PGPB на продуктивность биомассы Miscanthus sp. в почве, загрязненной ТМЭ [161,162]. Эндофитный PGPB Pseudomonas koreensis был исследован с точки зрения повышения урожайности M. sinensis, культивируемого на почве, загрязненной As, Cd, Cu, Pb и Zn. Результаты показали, что концентрации ТМЭ в корнях и побегах растений, выращенных в инокулированной почве, были выше по сравнению с контролем [161, p. 165].

Несмотря на существующие исследования по изучению влияния PGPB на фиторемедиацию загрязненных почв, воздействие микробной обработки на урожайность биомассы растений второго поколения раскрыто ограничено. Особенности фиторемедиации почв, загрязненных ТМЭ, с использованием энергетических растений второго поколения, предварительно обработанных PGPB, в литературе не представлены.

1.4 Перспективность каскадной утилизации биомассы в контексте энергетической промышленности
Мискантус эффективно преобразует солнечную энергию в энергоемкость биомассы благодаря C4-фотосинтезу. Кроме того, растение потенциально может сжигаться для производства тепла и электроэнергии и использоваться в качестве сырья для различного промышленного применения: производства бумаги, целлюлозы, биоэтанола, биочара и т.д. [163–167]. Энергетическое растение способствовало стабилизации почв, загрязненных ТМЭ, на участках добычи полезных ископаемых и бывших военных полигонов [89, p. 342,112, p. 13331,168]. Как многолетнюю культуру, Мискантус высаживают только один раз, а затем он дает ежегодный урожай в течение 10-20 лет. После сбора урожая некоторые отходы листьев и корневищ могут быть обработаны и использованы в качестве почвенных добавок. Когда отходы, полученные из Мискантуса, обрабатываются, их можно превратить в биочар. Внесение биочара в почву может способствовать повышению урожайности сельскохозяйственных культур (в качестве удобрение) и качества почвы (в качестве кондиционера), а также способствовать восстановлению почв, загрязненных пестицидами [169–171]. Согласно Budai et al. [172], Мискантус как исходное сырье имеет отличительную сигнатуру углерода (C), которая отличается от органического вещества почвы, и полученный из него биочар может быть кремниевым удобрением. Чтобы завершить цикл «value chain» производства Мискантуса, фитомэнэджмента и преобразования в энергию или любой продукт, отходы, образующиеся в результате этих процессов, должны быть возвращены в производственный цикл, чтобы обеспечить устойчивое использование исходного сырья Мискантуса и снизить затраты. Переработка отходов биомассы Мискантуса с помощью термохимических процессов, таких как пиролиз, для получения биочара (и энергии) и, следовательно, его повторного использования при выращивании, приведет к «zero-waste» производству и переработке Мискантуса.
1.4.1 Технология производства биочара из биомассы Мискантуса

Распространенной технологией преобразования биомассы Мискантуса в биочар является газификация, при которой биомассу сжигают в присутствии небольшого количества воздуха для получения синтетического горючего газа (сингаз) в качестве основного и биочара в качестве побочного продуктов [173,174]. Некоторые модифицированные процессы пиролиза, такие как вакуумный и микроволновый пиролизы, использовались для получения электромодифицированного и магнитного биочара [175]. В случае биомассы M. × giganteus применение газификации позволило производить сингаз и биочар, что может благоприятно влиять на здоровье почвы и продуктивность биомассы растений.

В нескольких исследованиях изучалось влияние термохимических технологических процессов на свойства биочара из Мискантуса (БМ) (Таблица 4). В частности, исследования были сосредоточены на влиянии использования технологий (пиролиза, гидротермальной карбонизации (ГТК), торрефикации) и их температурного режима и времени выдержки на площадь поверхности и физико-химические свойства БМ. Пиролиз является часто используемой технологией для получения биочара из-за его низкой стоимости. Такие технологии, как ГТК, в основном используются при производстве биомасел [176]. Для определения качества биочара следующие термохимические параметры анализируются: фиксированный углерод (FC), летучие вещества (VM) и зольность (A). Согласно Wilk и Magdziarz [176, p. 1302], содержание VM непосредственно влияло на процессы горения, приводя к выхлопам. Мискантус имеет довольно высокое содержание VM, что может негативно повлиять на процесс прямого сжигания, снижая энергоэффективность с образованием вредных выхлопов. Содержание VM также может влиять на рост растений, препятствуя росту корней [177]. Другие физико-химические параметры, определяющие качество биочара и его воздействие на почву, включают следующие параметры: площадь поверхности (SBET), рН и атомные отношения кислорода к углероду (O/C) и водорода к углероду (H/C). Температура пиролиза, используемая при производстве БМ, может привести к постепенной потере H и O и обогащению углеродом в сравнении со свежей биомассой [172, p. 3794].  рН 

Таблица 4 – Характеристики производственного процесса получения биочара из соломы Мискантуса [163, p. 112614]
	t, °C
	Время, мин
	N, %
	C, %
	H, %
	O, %
	pH (H2O)
	VM, %
	FC, %
	Выход, %
	H/C
	O/C
	SBET,
м2 г-1
	A, %

	Пиролиз

	400-500
	10
	0.40
	75.6
	0.40
	-
	-
	-
	-
	25.9-31.2
	-
	-
	1.4-2.0
	-

	350-360
	15
	0.31
	51.4
	5.8
	42.6
	7.4
	-
	-
	71.5
	1.39
	0.60
	-
	-

	370-400
	
	0.61
	69.0
	4.9
	25.8
	8.7
	-
	-
	38.5
	0.84
	0.28
	-
	-

	450
	
	0.56
	72.6
	4.2
	22.9
	9.3
	-
	-
	31.0
	0.69
	0.24
	-
	-

	750
	45
	0.87
	77.0
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	0.19
	0.06
	279
	15.0

	600
	60
	0.55
	85.1
	0.55
	-
	-
	-
	-
	19.8-20.2
	-
	-
	51.0
	-

	Медленный пиролиз

	272
	-
	0.30
	56.1
	6.0
	35.2
	7.8
	62.9
	28.7
	70.0
	-
	-
	2.9
	8.4

	385-442
	
	0.40
	70.7
	3.6
	15.9
	9.5
	25.2
	64.0
	39.0
	-
	-
	7.7
	10.8

	503-590
	
	0.45
	70.9
	2.3
	8.3
	10.2
	13.5
	73.0
	34.0
	-
	-
	112
	13.5

	682-790
	
	0.70
	79.7
	1.2
	5.4
	10.3
	5.9
	78.3
	30.5
	-
	-
	62.0
	15.9

	350-400
	60
	0.48
	75.2
	4.3
	20.2
	-
	-
	-
	-
	0.69
	0.20
	-
	-

	450-500
	
	0.48
	80.7
	3.7
	15.2
	-
	-
	-
	-
	0.55
	0.14
	-
	-

	500-750
	-
	0.60
	80.0
	1.20
	6.6
	-
	7.4
	81.1
	-
	0.18
	0.06
	-
	11.5

	ГТК

	180-200
	240
	0.09
	55.1
	5.9
	37.9
	-
	78.4
	18.6
	-
	1.3
	0.52
	-
	1.1

	220
	
	0.27
	63.0
	5.8
	29.9
	-
	73.2
	24.3
	-
	1.1
	0.36
	-
	1.1

	230
	360
	0.20
	62.2
	5.6
	35.4
	3.9
	78.0
	33.8
	63.0
	-
	-
	5.9
	4.3

	250
	
	1.2
	69.0
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	0.86
	0.20
	5.8
	4.5

	Торрефикация

	230 – 260
	60
	0.18
	51.7
	5.8
	42.4
	-
	-
	-
	-
	1.4
	0.62
	-
	-

	290
	
	0.37
	57.7
	5.1
	36.9
	-
	-
	-
	-
	1.1
	0.48
	-
	-


биочара может влиять на доступность питательных веществ для растений и почвенных микроорганизмов. Термохимические и физико-химические свойства биочара являются важными параметрами для прогнозирования воздействия биочара на свойства почвы и рост растений. Таким образом, основная цель состоит в том, чтобы внедрить «zero-waste» технологию в цикл по выращиванию Мискантуса, начиная с определения процессов обработки и преобразования исходного сырья Мискантуса в биочар, представить характеристики биочара и обобщить влияние БМ на процесс фиторемедиации и продуктивность биомассы.

1.4.2 Влияние биочара из Мискантуса на продуктивность биомассы 

Как обсуждалось в подразделе 1.3.3, внесение в почву УСМ влияет на параметры фиторемедиации и позволяет получать относительно чистую НЗБ для дальнейшего преобразования в энергию. Исследования с использованием БМ для снижения концентраций четырех ТМЭ, а именно Cd, Cu, Pb и Zn, в почве представлены на рисунке 4.

Во всех исследованиях применялись различные дозы вносимого БМ, и все они проводились в горшках. Концентрации ТМЭ в побегах Brassica napus L. и Lolium multiflorum Lam. снижались по мере увеличения дозы вносимого БМ, однако статистически значимой разницы обнаружено не было. Урожайность биомассы B. napus и L. multiflorum увеличилась на 15%, 46%, 277% и 18%, 59% и 77%, соответственно с увеличением дозы вносимого биочара [178,179]. В случае Dactylis glomerata L. увеличение дозы вносимого БМ, полученного при температуре выше 860℃, снижало аккумуляцию Zn в тканях растений, в то время как накопление Cu и Pb увеличивалось [180]. Применение БМ, полученного при 700°C, привело к значительному снижению концентраций Cu и Zn в побегах Elymus glaucus cv. ‘Elkton: этот эффект был очевиден при обработке 1% + известь и 5% + известь. Однако неожиданно, при средней дозе внесения (2.5%) биочара вкупе с известью, поглощение Cu и Zn органами растения увеличилось [181]. Janus et al. [182] оценивали влияние БМ, выращенного в почве, загрязненной Cd, Pb и Zn. Для получения биочара использовалось четыре режима пиролиза (400°C/45 мин; 400°C/90 мин; 600°C/45 мин; 600°C/90 мин). Полученные БМ вносили в дозе 2% в загрязненную почву. Результаты показали, что биочар не изменил фитодоступность ТМЭ для L. multiflorum; однако культивирование этого растения изменило биодоступность ТМЭ, в особенности в присутствие БМ, изготовленного при 600°C. Результаты показали, что внесение БМ значительно снизило содержание ТМЭ (Cd, Pb и Zn) в тканях растений. Применение БМ, полученного при более высоких температурах пиролиза, оказало некоторое влияние на снижение поглощения ТМЭ, однако статистически недостоверное. Внесение БМ, полученного при температуре 500°C, в почву, загрязненную Ni, привело к увеличению биомассы Spinacia oleracea. При пяти различных дозах вносимого биочара в диапазоне от 1% до 5% после 60 дней культивирования было обнаружено следующее увеличение: на 26%, 46%, 81%, 72%, и 78%, соответственно [159, p. 150].
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Рисунок 4 – Влияние биочара из биомассы Мискантуса на фиторемедиацию почвы, загрязненной ТМЭ [163, p. 5]

1.4.3 Сравнительный анализ биочара из биомассы Мискантуса с биочарами, произведенными из другого сырья
Биочар, полученный из пшеницы, имел более высокие показатели SBET, pH, содержания питательных веществ (N, P и K), а также содержания Cd, Ni и Zn в сравнении с БМ, однако последний обладал большим объемом пор [183]. Биочар из сосны и ивы, полученный при 500°C в течение 10 мин пиролиза, обладал более высоким содержанием углерода в отличие от БМ, в то время как SBET БМ был выше чем у биочара из ивы [184]. В другом исследовании сообщалось, что БМ имеет более высокие значения pH и содержание K, однако более низкое содержание общего C и P, чем биочар, полученный из ивы [185]. Согласно Budai et al. [172], SBET БМ по сравнению с биочаром, полученным из кукурузного початка, резко возрос при повышении температуры пиролиза и оставался относительно высоким даже после резкого снижения при высоких температурах (Рисунок 5). Авторы подчеркнули, что зольность БМ была выше в сравнении с биочаром из кукурузного початка, в то время как значение рН было ниже. Однако по мере повышения температуры пиролиза (> 500°C) рН БМ начал превышать рН биочара из кукурузного початка. Содержание углерода и атомные соотношения БМ, изготовленного пиролизом (750°C) и ГТК (200°C и 250°C), были выше, чем у биочара, полученного из дигестата кукурузы или щепы тополя и ивы, изготовленного с использованием тех же технологических режимов [186].
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Рисунок 5 - Влияние температуры пиролиза на SBET биочаров из биомассы Мискантуса и кукурузного початка [172, p. 3796]
1.5 Резюме литературного обзора
Ключевой идеей Стратегии “Казахстан-2020” является зеленая экономика и окружающая среда. Однако экологическая оценка почв в Казахстане отражает многочисленные очаги загрязнения различного происхождения. Существует два основных источника загрязнения почвы ТМЭ и ХОП: промышленность и историческое наследие СССР в виде захоронений пестицидов и разрушенных складов, которые выделяли токсичные соединения, включая СОЗ, в окружающую среду в течение 30 лет. Люди, живущие вблизи очагов загрязнения, постоянно подвергаются воздействию токсичных соединений, что увеличивает риск их здоровью. Вышеуказанные источники приводят к очагам стойкого загрязнения, наблюдаемым сегодня и отображенным на рисунке 1: на 2008 г. было зарегистрировано 10 000 тонн запрещенных пестицидов и их смесей неизвестного состава; на 2012 г. было зарегистрировано 602 склада пестицидов; на 2020 г. были зарегистрированы очаги загрязнения ТМЭ, в частности, вокруг металлургических заводов. Следовательно, проблемы экологического состояния Казахстана остались нерешенными.

Наличие очагов загрязнения требует разработки и внедрения технологий для восстановления загрязненных экологических матриц, в нашем случае почвы. В настоящее время фиторемедиация является многообещающей технологией, которая гармонично взаимодействует с экосистемой. Преимуществом данной технологии является отсутствие необходимости дорогостоящего оборудования и возможность извлечения широкого спектра загрязнителей, включая СОЗ, из матриц окружающей среды. Применение биоэнергетических растений в технологии фиторемедиации набирает популярность в связи со стратегией биоэкономики, которая основана на поиске альтернативного сырья, которое может быть конвертировано в энергетические продукты для достижения устойчивого развития [187]. Правильный выбор растения играет решающую роль в развитии фиторемедиации. Следовательно, выбор энергетических культур, оптимизация условий фиторемедиации для восстановления загрязненных почв и разработка методов утилизации загрязненной биомассы являются основными целями исследования.

Энергетические культуры второго поколения, которые могут быть использованы в фитотехнологии, должны обладать следующими свойствами: а) устойчивость к широкому спектру климатических условий; б) высокая продуктивность биомассы; в) высокое содержание лигнина, целлюлозы и лигноцеллюлозы; и г) способность не только расти на загрязненных почвах, но также поглощать и накапливать загрязняющие вещества. В рамках вышеперечисленных требований, M. × giganteus и M. sinensis являются перспективными кандидатами для восстановления почв, загрязненных ТМЭ и ХОП, соответственно. Сообщалось, что Мискантус имеет наибольшую урожайность среди известных энергетических культур, которые могут быть переработаны в биотопливо, волокна, бумагу и строительные материалы.

Утилизация биомассы является заключительным этапом цикла «zero-waste» в технологии фиторемедиации. Этот подход очень перспективен для производства биочара из биомассы Мискантуса. В нескольких исследованиях сообщалось, что рН, SBET и пористость биочара, полученного из соломы Мискантуса, являются важными свойствами, определяющими его влияние на почву. Эти факторы напрямую коррелируют с температурой пиролиза, т.е. чем выше температура, тем выше значения вышеуказанных свойств; однако очень высокие температуры (> 700℃) приводят к снижению SBET. Следовательно, эффективный БМ для применения в фиторемедиации должен быть получен путем пиролиза при температуре около 600°C со временем выдержки от 30 мин до 1 часа.
2 ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
2.1 Объекты исследования
2.1.1 Почвы, использованные для исследования
В экспериментах использовались три почвы: первая почва (Почва 1) была отобрана на загрязненном участке вокруг разрушенного склада пестицидов; вторая почва была куплена на обычном садовом рынке (Почва 2); а третья почва (Почва 3) была отобрана на месте добычи бурого угля. Отбор почв проводился в соответствии со стандартом [188]: с квадрата размером 5 × 5 м было взято 5 образцов на глубине 0-0.6 м согласно методу конверта. Затем образцы почвы просеивали (диаметр пор = 3 мм) для удаления растительных материалов и камней, тщательно гомогенизировали, высушивали на воздухе и хранили при 4℃ и 15℃, соответственно, до завершения эксперимента. Затем образцы почвы были использованы для проведения агрохимического анализа, а также в постановке экспериментов в горшках.

Почва 1 — это исторически загрязненная ХОП почва, отобранная вокруг разрушенного склада устаревших пестицидов, расположенного в поселке Кызылкайрат (GPS 43°17'58.7"N 77°11'39.6"E), Талгарский район, Алматинская область, Республика Казахстан (Рисунки 6, 7). Согласно официальным данным Территориальной администрации Талгарского района, до 1980-х гг. на складе хранился линдан (γ-ГХЦГ). Для экспериментов по оценке фиторемедиационного потенциала энергетических растений было отобрано 100 кг почвы.
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Рисунок 6 - Карта расположения склада в поселке Кызылкайрат
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Рисунок 7 – Состояние разрушенного склада устаревших пестицидов, расположенного в п. Кызылкайрат, на 11 апреля 2019 г.

Согласно Всемирной справочной базе классификации почвенных ресурсов, почва 1 относится к черноземам с плотностью 1.44 г см3 на глубине 35-55 см [189]. Агрохимические показатели экспериментальных почв определяли стандартными методами: органическое вещество (C) - по методу Тюрина [190]; подвижные формы фосфора (P2O5) и калия (K2O) - по методу Кирсанова в модификации ЦИНАО [191]; поглощенные основания натрия (Na) и калия (K) - по методу Антипова-Каратаева и Маметова в модификации Грабарова; поглощенные основания кальция (Ca) и магния (Mg) – по методу Аринушкина в модификации Грабарова; и рН почвы – в соответствии с ГОСТ 26423-85 [192]. Агрохимический профиль почвы, загрязненной ХОП, показал достаточно высокие концентрации доступных P и K (Таблица 5). рН загрязненной почвы составляет 7.85, таким образом, почва является слабощелочной. Содержание азота в загрязненной почве было очень низким (96.6 мг кг-1).
Таблица 5 – Агрохимический профиль трех исследуемых почв
	Агрохимический показатель
	Единица измерения
	Почва 1, ± SD
	Почва 2, ± SD
	Почва 3

	Органическое вещество, C
	%
	6.10 ± 0.02
	34.0 ± 1.5
	3.4

	pH (H2O)
	-
	7.85 ± 0.02
	7.3 ± 0.1
	5.0

	N
	мг кг-1
	96.6 ± 7.0
	432.3 ± 5.3
	108

	P2O5
	мг кг-1
	400 ± 5
	230 ± 10
	50

	K2O
	мг кг-1
	885 ± 25
	440 ± 40
	600

	Ca
	мЭкв/100 г
	20.8 ± 0.7
	58.3 ± 2.5
	16

	Mg
	мЭкв/100 г
	2.70 ± 1.23
	6.4 ± 2.5
	2.3


Почва 2 представляет собой почвенную смесь из торфа, песка, известняковой муки и комплексного минерального удобрения. Его агрохимические свойства приведены в таблице 5.

Почва 3 — это загрязненная ТМЭ почва, отобранная на месте добычи бурого угля, которое находилось в эксплуатации в 1958-1980 гг., а в настоящее время используется в качестве свалки. Участок расположен в Všebořice, Усти-над-Лабем, Чешская Республика (GPS 50°42'11.9"N 13°58'32.1"E). Для эксперимента почва была искусственно загрязнена Pb (в двух концентрациях) с целью изучения влияния инокуляции PGPB на продуктивность биомассы и фиторемедиационный потенциал M. × giganteus. Загрязнение почвы проводили с использованием нитрата свинца (Pb(NO3)2, ≥99%, класс ACS, ROTH chemicals, Германия) в концентрациях 273.7 и 2033.3 мг кг-1. Требуемые растворы Pb(NO3)2 готовили с использованием дистиллированной воды (dH2O) и смешивали их с 2 кг почвы (отдельно для каждого горшка). Агрохимические свойства экспериментальных почв определяли стандартными методами: органическое вещество (C) - по методу Тюрина [193]; азот (N) – по методу Корнфилда [194]; подвижные формы фосфора и калия (P2O5 и K) - по методу Чирикова [195]; подвижные формы кальция и магния (Ca и Mg) - по методу ЦИНАО [196]; pH (KCl) – в соответствии с ДСТУ 8346:2015 [197]. Агрохимический профиль почвы свидетельствует о низком содержании органического вещества и азота (таблица 5).

2.1.2 Биологическое описание Miscanthus sinensis And.
M. sinensis - многолетнее инвазивное C4 энергетическое растение (Рисунок 3). Растение высокопродуктивно (урожай биомассы достигает 36.6 т DM га-1 в год), устойчиво к морозам и обладает способностью восстанавливать почвы, загрязненные ХОП. Трава выдерживает температурный диапазон от -2℃ до +32℃. Высота растения обычно колеблется от 0.8 до 2 м, но при благоприятных условиях может достигать 4 м. HHV колеблется от 16.0 до 19.2 МДж кг-1. В настоящее время растение активно рассматривается как новый источник целлюлозы.
2.1.3 Биологическое описание Miscanthus × giganteus Greef et Deu
M. × giganteus — это многолетнее неинвазивное C4 энергетическое растение, гибрид M. sinensis и M. sacchariflorus (Рисунок 3). Растение хорошо переносит низкие температуры (до -6℃), засуху и нуждается не менее чем в 150-300 мм осадков в год. Высота растения может достигать 4 м при урожайности биомассы 15-29 т DM га-1 в год (Таблица 3). HHV колеблется от 16.5 до 20.2 МДж кг-1, что приблизительно в 2 раза выше значения теплотворной способности ивы.

2.1.4 Органические и неорганические почвенные добавки

Tween 20 является неионным поверхностно-активным веществом, способным повышать гидрофильность/снижать гидрофобность органических загрязнителей и стимулировать рост растений. ПАВ было приобретено в Sigma Aldrich. Название согласно IUPAC классификации - монолаурат сорбитана полиоксиэтилена (20). Химическая формула - C58H114O26, молекулярная масса – 1227.56 г моль-1, критическая концентрация мицелл - 8.04 × 10-5 М при 21℃, плотность – 1.1 г мл-1.

Активированный уголь (AУ) - это уголь с высокой сорбционной способностью благодаря химической структуре, высокой пористости и большому SBET [132]. AУ может стабилизировать органические загрязнители in situ в почвах [130]. Производителем исследуемого АУ (в форме таблеток) является Химико-Фармацевтический Завод "Ирбит", Россия. Одна таблетка содержит 0.25 г АУ и 0.047 г вспомогательного вещества - картофельного крахмала.

Bacillus altitudinis KP-14 (B. altitudinis KP-14) - это бактерия, стимулирующая рост растений (PGPB), выделенная из почвы Všebořice, загрязненной ТМЭ [198]. Штамм KP-14 продемонстрировал наилучшие показатели стимулирующих рост растений (PGP) свойств и устойчивости к абиотическим факторам: обладает толерантностью к соли (от 0 до 20% NaCl), температуре (от 4 до 50°C в течение 48-96 ч) и pH (в диапазоне от 4 до 12); устойчив к высоким концентрациям Pb (от 100 до 1500 мг кг-1 Pb(NO3)2); солюбилизирует фосфаты (P); и продуцирует индолилуксусную кислоту (ИУК), сидерофоры, цианистый водород (HCN) и аммиак (Рисунок 8).
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Рисунок 8 – Профиль PGP свойств и толерантности к абиотическому стрессу
B. altitudinis KP-14 [89, p. 105106]
2.2 Методы исследования
2.2.1 Дизайн эксперимента по изучению фиторемедиационного потенциала M. sinensis при загрязнении почвы ХОП
Эксперимент в горшках проводился в лабораторных условиях. Корневища M. sinensis были высажены в незагрязненную почву в декабре 2018 г. для получения саженцев. Через три месяца (в марте 2019 г.) побеги M. sinensis со средней высотой 16.4 ± 0.3 см были высажены в контрольную (почва 2) и загрязненную ХОП (почва 1) почвы с/без внесения почвенных добавок, AУ и Tween 20 (Рисунок 9).
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Рисунок 9 – Постановка опыта по изучению фиторемедиационного потенциала M. sinensis, культивируемого в почве, загрязненной ХОП

Почву 1, загрязненную ХОП, тщательно смешивали либо с 1% водным раствором Tween 20, либо с 10% суспензией AУ. Для приготовления 1% раствора Tween 20, 25 мл Tween 20 тщательно смешивали с 2 475 мл dH2O. В случае 10% суспензии AУ, 100 таблеток (по 0.25 г каждая) измельчали с помощью пестика и ступки с последующим смешиванием и гомогенизацией в 2 500 мл теплой dH2O. Затем дно горшков засыпали 1 кг керамзита, следующим слоем насыпали 1 кг песка. После этого каждый горшок был наполнен 5 кг почвы (контрольной или загрязненной ХОП). Для предотвращения пересыхания почвы, ее посыпали песком. Побеги M. sinensis были высажены в 12 горшков. Контрольной обработкой являлись горшки, наполненные почвой 2. Каждый вариант опыта был воспроизведен в трех повторностях.

Эксперимент длился 6 месяцев, такие физиологические параметры, как высота растений, количество листьев, длина и ширина листовой пластины, измерялись ежемесячно. Влажность почвы доводили до 50% путем полива каждые 3 дня. Перед сбором биомассы, финальная высота растений была измерена. Образцы почвы из каждого горшка просеивали через сито диаметром 2 мм и отбирали в промаркированные пластиковые ZIP пакеты. Корни растений тщательно промывали под проточной водой, чтобы избавиться от мелких частиц почвы. Затем образцы НЗБ и корней растений сушили в сушильном шкафу при температуре 105℃ до постоянного веса, после чего сухой вес растений был определен. НЗБ и корни растений измельчались с помощью аналитической мельницы IKA A11 basic, затем отбирались образцы растений из разных вариантов опыта весом 10 г для химического анализа.

2.2.2 Дизайн эксперимента по изучению фиторемедиационного потенциала M. × giganteus при загрязнении почвы ТМЭ
В эксперименте использовались корневища трехлетнего M. × giganteus (остров Святой Елены, Хорватия). Бактеризацию корневищ выбранным изолятом проводили перед посадкой. Для этой цели корневища погружали на 1 час в бактериальную суспензию (107 КОЕ мл-1) с 1% карбоксиметилцеллюлозой, тогда как для контрольного варианта корневища погружали в dH2O с тем же временем выдержкой.

Эксперимент в горшках проводился в тепличных условиях с тремя видами почвы: а) исходная почва из Všebořice, загрязненная различными ТМЭ; б) исходная почва из Všebořice, искусственно загрязненная раствором Pb(NO3)2 в первой концентрации; в) исходная почва из Všebořice, искусственно загрязненная раствором Pb(NO3)2 во второй концентрации. Подробная информация об обработке почв и вариантах бактеризации приведена в таблице 6.

Масса почвы в каждом горшке составляла 2 кг. Горшок имел следующие параметры: диаметр верха - 30 см, диаметр дна - 20 см и высота - 25 см. Каждый вариант опыта был воспроизведен в четырех повторностях. В каждый горшок было посажено одно корневище M. × giganteus с двумя почками, средний размер составлял 10 см. Эксперимент был поставлен 9 мая 2019 г. и завершен 30 ноября 2019 г. Продолжительность вегетационного периода составила 206 дней.

Таблица 6 – Варианты опыта
	Концентрация Pb в почве, мг кг-1
	Без инокуляции,
“почва-растение”
	С инокуляцией,

“почва-растение-микроорганизм”

	42.6 ± 3.3
	ПР1
	ПРМ1

	273.7 ± 20.5
	ПР2
	ПРМ2

	2033.3 ± 64.8
	ПР3
	ПРМ3


Примечание: ПР – «почва – растение»; ПРМ – «почва – растение – микроорганизм».
Сбор урожая производился, когда растения пожелтели. Образцы почвы, отобранные из каждого горшка, были просеяны (диаметр пор = 2 мм) и помещены в промаркированные пластиковые ZIP пакеты. Корни растений тщательно промывали под проточной водой, чтобы избавиться от мелких частиц почвы, а затем сушили при комнатной температуре до постоянного веса. Длину корней измеряли после полного высыхания. Листья, стебли и корни взвешивали для получения веса сухой биомассы и помещали отдельно в промаркированные пластиковые ZIP пакеты. Образцы (листья, стебли, корни и почва) хранили при комнатной температуре до химического анализа.

2.2.3 Определение содержания хлорофилла
Концентрации хлорофилла a, b и каротиноидов (Car) в листьях M. sinensis определяли по окончании вегетационного периода по методу Гавриленко [199]. Согласно данному методу, 30 г свежих листьев измельчали с использованием 90% спиртового раствора; затем гомогенат переносили в микроцентрифужные пробирки и центрифугировали при 7 000 об мин-1 в течение 10 мин. Экстракт выливали в пробирку и определяли поглощение фотосинтетических пигментов на спектрофотометре PD-303 (APEL, Япония) при 440.5, 649 и 665 нм. Концентрации хлорофилла a и b (Chla и Chlb) рассчитывали по следующим уравнениям:

	[image: image11.png]Chl,(Mr ') = 11.63 X Dggs — 2.39 X Digyo
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	[image: image12.png]Chl,(Mr ™) = 20.11 X Dggg — 5.18 X Dggs
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	[image: image13.png]Chlyyp (MrJI™Y) = 6.45 X Dggs + 17.72 X Dgyo
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Концентрацию каротиноидов рассчитывали по формуле:
	[image: image14.png]Cogr (MrJI™Y) = 4.695 X Dyyo5 — 0.268 X (C, + Cp)




	(4)


2.2.4 Химический анализ
Концентрации ХОП в почве, НЗБ и корнях M. sinensis измеряли с помощью газового хроматографа с детектором захвата электронов (газовый хроматограф Agilent Technologies 6890N), оснащенного автосамплером Combi-PAL (CTC Analytics AG, Швейцария), в соответствии с СТ РК 2131-2011 [200] для образцов почв и СТ РК 2011-2010 [201] для образцов растительного происхождения. Для экстрагирования ХОП, 10 г образца помещали в колбу объемом 200 мл с пробкой, добавляли 20 мл н-гексана и встряхивали полученную смесь в течение 24 ч. Объем полученного экстракта измеряли и концентрировали до 1 мл. Экстракт помещали в коническую колбу объемом 50 мл, добавляли 5-10 мл н-гексана, затем перемешивали в течение 30 мин в миксере. Полученный экстракт фильтровали через фильтровальную бумагу, измеряли и концентрировали до 1 мл. 1 мкл финального экстракта вводили с помощью автосамплера, нагретого до 250°C. Для разделения использовали капиллярную колонку DB-35MS (Agilent, США) длиной 30 м, внутренним диаметром 0.25 мм и толщиной пленки 0.25 мм. Газ-носитель (гелий марки “А”) подавался непрерывным потоком со скоростью 1.0 мл мин-1 (средняя линейная скорость потока: 36 см с-1). Температура колонки термостата была запрограммирована от 40°C (время выдержки: 1 мин) до 160°C (время выдержки: 3 мин) при скорости нагрева 20°C мин-1 с последующим нагревом до 250°C (время выдержки: 5 мин) при скорости нагрева 3°C мин-1. Детекция осуществлялось детектором захвата электронов. Для количественного определения ХОП были получены калибровочные графики в диапазоне концентраций от 1 до 500 нг Л-1. Результаты хроматографии обрабатывали с использованием программного обеспечения MSD ChemStation E.02.02 SP1.

Определение концентраций ТМЭ в почве, корнях, стеблях и листьях обеспечивалось X-Ray флуориметром Elvax Light SDD. Тщательно гомогенизированный образец почвы был помещен на чистую бумагу в форме квадрата и разделен на четыре равные части. Две противоположные части удаляли, а две другие смешивали и использовали для дальнейшего проведения анализа, предварительно снова просеивая (0.1 мм) в количестве 50.0 ± 0.5 г. Описанную выше процедуру применяли вновь до получения образца почвы равной 4.00 ± 0.01 г. Тот же метод X-Ray флуоресценции использовался для определения концентраций ТМЭ в биомассе растения. Образцы корней, стеблей и листьев тщательно очищали dH2O, сушили на открытом воздухе, затем при 105°C, охлаждали в эксикаторах в течение 1 часа и взвешивали. Высушенные образцы сжигали при 400°C в течение 4 ч, охлаждали в эксикаторах 1 час и взвешивали.

2.2.5 Расчет коэффициентов фиторемедиации
Индекс толерантности (ИТ) - это соотношение между параметрами роста растений (высота, сухая масса НЗБ и корневой системы) в загрязненной почве к соответствующим параметрами роста в незагрязненной почве, рассчитанное по следующему уравнению [202,203]:
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Поглощение загрязняющих веществ растениями из почвы оценивали с помощью коэффициента биоконцентрации (КБК) согласно Zayed et al. [204], т.е. по отношению концентрации загрязняющего вещества в тканях растений к его концентрации в почве.
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Перенос загрязняющих веществ внутри растения оценивался с помощью коэффициента транслокации (КТЛ) согласно Yanqun et al. [205], т.е. по отношению концентрации загрязняющего вещества в НЗБ (листья и стебли) к его концентрации в корневой системе растения.
	[image: image17.png]KoHnneHnTpanus no/noTtadTa B H36 pactenus

KTJI =
KoHleHTpalus MoJUIIOTAHTa B KOPHAX
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Накопление загрязняющих веществ в тканях растения было выражено в виде индекса поглощения (ИП) согласно Chorom et al. [206]:

	[image: image18.png]UIl = KoHIeHTpalus nmoJuioTanTa X Cyxoi Bec pacTeHust




	(8)


2.2.6 Пиролиз. Производство биочара из биомассы Мискантуса
Пиролиз является наиболее распространенным недорогим процессом, используемым при производстве БМ (Таблица 4). Он заключается в нагревании органических материалов в отсутствие кислорода с получением различных биопродуктов, в том числе биочара [174, p. 7]. Как правило, пиролиз биомассы осуществляется при различных температурах от 350 до 700°C, и произведенные биочары оказывают различное воздействие на почву [170, p. 433]. Существует три типа пиролиза, используемых для производства биочара: мгновенный, быстрый и медленный. Мгновенный и быстрый пиролизы - это высокоэффективные термохимические процессы, осуществляемые при температурах выше 800°C со скоростью нагрева более 500°C мин-1 и выше 500°C со скоростью нагрева более 300°C мин-1, соответственно, в отсутствие кислорода [173, p. 195,175, p. 1315]. При медленном пиролизе, который является более традиционным процессом, биомассу нагревают при температуре от 300 до 600°C со скоростью нагрева 5-7°C мин-1. Основным продуктом мгновенного и быстрого пиролиза является биомасло с сопутствующим выходом около 12% и 20% биочара, соответственно, в то время как основным продуктом медленного пиролиза является биочар [173]. Медленный пиролиз является наиболее распространенной технологией, используемой для получения БМ: во многих исследованиях БМ получают при температуре пиролиза от 400 до 600°C с высоким временем выдержки и низкой скоростью нагрева. Свойства биочара, полученного мгновенным или быстрым и медленным пиролизами, демонстрируют различия, так как при медленном пиролизе образуется больше угля. По сравнению с другими производственными процессами, такими как ГТК, БМ, полученный с помощью медленного пиролиза, имеет самые высокие SBET и зольность [172, p. 3794]. Производство биочара путем пиролиза при очень высоких температурах (> 700℃) приводит к снижению SBET. Следовательно, БМ, эффективный для применения в фиторемедиации, должен быть получен путем пиролиза при температуре около 600°C со временем выдержки приблизительно от 30 мин до 1 часа [163, p. 112619].
Для изготовления биочара использовалось четыре вида исходного сырья: отходы биомассы (листья и стебли), листья и корневища M. × giganteus, выращенные на маргинальной земле (Хомутов, Чешская Республика), и загрязненные корневища M. × giganteus, произраставшего на почве из места добычи бурого угля (Všebořice, Усти-над-Лабем, Чешская Республика) в присутствие PGPB.
Биочары были изготовлены в лабораторном подразделении Технического университета Остравы, Институте экологических технологий (Острава-Поруба, Чешская Республика), состоящем из реактора с неподвижным слоем с внешним подогревом (длина 30 см и внутренний диаметр 5.5 см) [207], помещенного в трубчатую печь LT 50/300/13 (LAC, Чешская Республика) и инертизированного с помощью азота в начале каждого эксперимента. Основываясь на предварительных исследованиях, было доказано, что наиболее подходящей температурой пиролиза является 600°C со скоростью нагрева 5°C мин-1 и временем выдержки 2 часа.
Производственный цикл был следующим: производство биочара из корневищ - как правило, сразу после извлечения из почвы влажность корневищ варьируется в пределах 80-90 wt.%. После доставки в институт содержание влаги было измерено и составило ~55 wt.%, что было обусловлено не сколько влажностью самих корневищ, но и влажностью почвы, прилипшей к корням растения. Потому сначала необходимо было их почистить. Корневища после извлечения из земли очищали установкой для мытья под давлением и сушили на воздухе в течение 21 дня; биочар из отходов биомассы - этот тип материала обычно не требует очистки под высоким давлением, а также при идеальном сборе и хранении обладает минимальной влажностью.

Предварительный анализ биочара был проведен в соответствии со стандартной процедурой Американского общества испытаний и материалов (www.astm.org). LECO TGA701 использовался для определения содержания влаги (W), летучих веществ (VM), фиксированного углерода (FC) и зольности (A) в соответствии с ASTM D1762-84 [208]. Содержание углерода (C), азота (N), водорода (H) и серы (S) измеряли с помощью элементного анализатора LECO CHSN628 в соответствии с ASTM D5373-21 [209]. Массу кислорода (O) рассчитывали по разности (т.е. O = 100-C-H-N-S-A [%]). Образцы биочара также были подвергнуты определению высокой теплотворной способности (HHV). Для этой цели использовался бомбовый полуавтоматический изоперибольный калориметр LECO AC600 (США) и соблюдался стандарт ASTM E711-87 [210]. Баланс массы оценивался путем взвешивания отдельных продуктов. Выход биочара в случае загрязненных корневищ составил 34 wt.%. При пиролизе НЗБ был достигнут несколько меньший выход, а именно 30 wt.%. Приблизительный и окончательный анализы обработанных материалов представлены в таблице 7.

Таблица 7 – Физико-химические характеристики сырья Мискантуса
	Исходное сырье
	W, wt.%
	VM, wt.%
	FC, wt.%
	A, wt.%
	HHV,
МДж кг-1

	Корневища
	6.25 ± 0.03
	76.85 ± 0.28
	19.95 ± 0.32
	3.20 ± 0.04
	18.91 ± 0.10

	Загрязненные корневища
	15.28 ± 0.02
	74.54 ± 0.51
	20.62 ± 0.40
	4.84 ± 0.07
	20.96 ± 0.02

	Солома
	6.10 ± 0.03
	77.64 ± 0.31
	15.39 ± 0.30
	6.98 ± 0.02
	20.23 ± 0.13

	
	C, wt.%
	H, wt.%
	N, wt.%
	S, wt.%
	O, wt.%

	Корневища
	45.97 ± 0.33
	6.31 ± 0.13
	0.79 ± 0.06
	0.12 ± 0.03
	43.61 ± 0.04

	Загрязненные корневища
	47.80 ± 0.09
	8.03 ± 0.10
	0.81 ± 0.04
	0.12 ± 0.02
	38.40 ± 0.02

	Солома
	45.57 ± 0.08
	6.83 ± 0.17
	0.63 ± 0.07
	0.03 ± 0.01
	39.97 ± 0.03


Примечание: W - влажность, VM – летучее вещество, FC – фиксированный углерод, A – зольность, HHV – высокая теплотворная способность.

Качество биочаров, которые планируется использовать в качестве почвенной добавки, было проверено в соответствии с требованиями Международной инициативы по биочарам (МИБ) [211]. Согласно МИБ, основными характеристиками биочара являются: такие физические свойства как размер частиц и влажность; химические свойства как пропорций элементов, зольность, электропроводность (EC) и pH. Биочары должны соответствовать пороговым значениям для оценки токсичности почвы. Характеристики расширенного анализа биочара включают содержание VM и SBET. 

2.2.7 Статистический анализ
Статистический анализ проводился с использованием программного обеспечения RStudio (версия 1.3.959, R Studio PBC, 2020). Данные представлены в виде линейных диаграмм, столбцов и боксплотов со средним значением ± стандартное отклонение. Данные о морфологических и физиологических параметрах растений (высота, сухой вес биомассы и содержание хлорофилла) оценивались с помощью Two-Way ANOVA с последующим попарным сравнением достоверных различий по Tukey Honestly Significant Difference. Для определения статистической разницы концентраций загрязняющих веществ в тканях растений также использовался Two-Way ANOVA. Тесты Tukey HSD были выполнены для попарного сравнения средних значений, когда ANOVA выявляла статистические значимое влияние тестируемых факторов. Затем вариантам была присвоена буквенная классификация в убывающей градации, и были созданы диаграммы/графики. Статистическая значимость заявлена при p < 0.05.
3 РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ
3.1 Мониторинг загрязнения почв
3.1.1 Почва, загрязненная ХОП
Химический анализ почвы, отобранной рядом с разрушенным складом устаревших пестицидов, на исследуемые 24 наименования ХОП, выявил чрезвычайно высокие концентрации; общая концентрация ХОП эквивалентна 145 мг кг-1 (Таблица 8).

Таблица 8 – Концентрации ХОП в исторически загрязненной почве и пороговые значения для почв в соответствии с законодательством Республики Казахстан и Европейского Союза

	ХОП
	ПДК, мкг кг-1
	Почва 1, мкг кг-1

	
	РК [35]
	ЕС [36]
	

	2.4-ДДД
	100
	10.0
	14 072 ± 5239

	4.4-ДДД
	100
	10.0
	11 434 ± 7302

	4.4-ДДЭ
	100
	10.0
	778 ± 292

	4.4-ДДТ
	100
	10.0
	10 023 ± 2471

	α-ГХЦГ
	100
	220.0
	89.2 ± 0.0

	β-ГХЦГ
	100
	92.0
	25.5 ± 16.4

	γ-ГХЦГ
	100
	0.01
	488 ± 152

	δ-ГХЦГ
	100
	-
	67.4 ± 13.7

	Альдрин
	2.5
	7.0
	230 ± 59

	Гексабромбензен
	30
	28
	201 ± 129

	Гептахлор
	50
	0.7
	214.7 ± 0.0

	Гептахлор эпоксид
	50
	0.052
	3 029 ± 1192

	ГХБ
	500
	50.0
	4.7 ± 1.9

	Дибутил хлорэндат
	-
	-
	2 135 ± 478

	Дикофол (Кельтан)
	100
	-
	34.4 ± 0.0

	Дильдрин
	0.5
	7.0
	132.9 ± 51.1

	Метоксихлор
	1600
	900.0
	436 ± 281

	Хлоробензилат
	20
	-
	32 061 ± 12 669

	Хлордан
	100
	4.3
	48.1 ± 27.6

	Эндосульфан α
	100
	0.003
	23 669 ± 2 580

	Эндосульфан β
	100
	0.003
	253 ± 163

	Эндосульфан сульфат
	-
	-
	118.7 ± 76.5

	Эндрин
	1
	2.9
	44 085 ± 17 335

	Эндрин альдегид
	-
	2.9
	1 087 ± 198


Было установлено, что во всех образцах, отобранных вокруг разрушенного склада пестицидов, общая концентрация пестицидов в почве превышала ПДК. Самые высокие концентрации были зарегистрированы для эндрина (44.1 мг кг-1), хлоробензилат (32.1 мг кг-1), эндосульфан α (23.7 мг кг-1), 4.4-ДДТ (11.4 мг кг-1), 2.4-ДДТ (14.1 мг кг-1), 4.4-ДДТ (10 мг кг-1), гептахлор эпоксида (3 мг кг-1), дибутил хлорэндата (2.1 мг кг-1) и эндрин альдегида (1.1 мг кг-1).

Таким образом, анализ доказывает, что почва вокруг разрушенного склада загрязнена ХОП, концентрации которых превышают ПДК в десятки и тысячи раз и представляют угрозу для окружающей среды и здоровья человека. Такой уровень загрязнения вызывает тревогу, поскольку они могут мигрировать, загрязнять природную и питьевую воду и, таким образом, попадать в пищевую цепочку и оказывать негативное воздействие на здоровье человека.

3.1.2 Почва, загрязненная ТМЭ
Почва, использованная в эксперименте, содержала 8 ТМЭ (Таблица 9). Наблюдалось сильное загрязнение почвы ванадием (V) и стронцием (Sr), которые превышали ПДК в 11.7 и 59.8 раза, соответственно. Концентрации Cr, Ni и Zn также превышали ПДК: в 2.7, 2.1 и 1.7 раза, соответственно. Из этих восьми ТМЭ Mn, Cu, Zn, Sr и Pb были обнаружены в тканях растений, в то время как концентрации V, Cr и Ni в тканях растений обнаружены не были или же находились ниже предела обнаружения в матрице SiO2 (LOD: V – 14 мг кг-1, Cr – 7 мг кг-1, Ni – 5 мг кг-1).
Таблица 9 – Концентрации ТМЭ в искусственно загрязненной почве и пороговые значения для почв в соответствии с законодательством Республики Казахстан и Чешской Республики
	ТМЭ
	ПДК, мг кг-1
	Варианты опыта

	
	РК [59]
	ЧР [212]
	ПР1
	ПР2
	ПР3

	V
	-
	43
	502.9 ± 161.1
	460.2 ± 157.3
	488.3 ± 160.0

	Cr
	100
	90
	201.4 ± 68.3
	208.3 ± 66.4
	243.2 ± 67.2

	Mn
	1500
	1500
	492.4 ± 45.8
	449.7 ± 44.7
	440.1 ± 45.9

	Ni
	20
	50
	99.6 ± 17.4
	104.9 ± 16.8
	102.1 ± 17.2

	Cu
	33
	60
	73.5 ± 10.5
	70.5 ± 9.9
	68.9 ± 10.3

	Zn
	55
	120
	204.2 ± 7.1
	206.3 ± 8.5
	195.9 ± 8.4

	Sr
	-
	7
	418.5 ± 3.9
	407.4 ± 3.9
	400.7 ± 4.1

	Pb
	32
	60
	44.2 ± 3.7
	293.4 ± 7.0
	1969.8 ± 15.8

	
	ПРМ1
	ПРМ2
	ПРМ3

	V
	-
	43
	567.5 ± 158.4
	491.6 ± 159.6
	498.0 ± 164.2

	Cr
	100
	90
	237.1 ± 67.3
	214.3 ± 67.8
	218.7 ± 69.8

	Mn
	1500
	1500
	499.8 ± 45.4
	497.3 ± 45.9
	451.8 ± 46.4

	Ni
	20
	50
	106.0 ± 17.5
	114.1 ± 17.5
	99.7 ± 17.6

	Cu
	33
	60
	70.9 ± 10.3
	64.9 ± 10.5
	64.9 ± 10.8

	Zn
	55
	120
	200.3 ± 8.6
	206.3 ± 8.2
	202.1 ± 8.6

	Sr
	-
	7
	415.1 ± 3.9
	424.5 ± 4.0
	416.9 ± 4.2

	Pb
	32
	60
	41.0 ± 3.5
	253.9 ± 6.6
	2096.7 ± 16.3


3.2 Морфологические и физиологические параметры целевых энергетических растений второго поколения, использованных в процессе фиторемедиации
3.2.1 Морфофизиологические параметры целевых энергетических растений, произраставших на исторически загрязненных ХОП и ТМЭ почвах
Биометрические параметры M. sinensis определяли в лабораторных условиях. Было установлено, что растение проходит полный жизненный цикл как на контрольных, так и на загрязненных ХОП почвах. В марте 2019 г. средняя высота побегов, высаженных на контрольной и загрязненной почвах, составила 16.3 ± 0.5 см и 16.0 ± 1.2 см, соответственно (Рисунок 10а). Статистической разницы между значениями не наблюдалось (р = 0.68). 
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Рисунок 10 – Ростовые параметры M. sinensis, выращенного на контрольной и загрязненной ХОП почвах. а) динамика роста (р < 0.01); б) сухой вес НЗБ и корней (р < 0.001 и р < 0.01, соответственно); и в) длина корня (р < 0.001). Разные буквы в пределах одного параметра указывают на статистически достоверную разницу
Шесть месяцев спустя растения достигли 48.2 ± 0.3 см и 45.8 ± 0.5 см, при этом наблюдалось небольшое снижение высоты растений, выращенных на загрязненных почвах (Рисунок 10а). Уровень статистической достоверности для высоты растений в сентябре 2019 г. составил р < 0.01. Следует отметить, что культивирование M. sinensis в загрязненной почве привело к значительному увеличению длины и массы корней (на 10.8% при р < 0.001 и на 16.9% при р < 0.01, соответственно) в сравнении с параметрами растений, выращенных в контрольной почве (Рисунок 10б, в). Растения, выращенные в почве, загрязненной ХОП, производили значительно меньшее количество НЗБ (на 23.1%, р < 0.001).

Таким образом, средний индекс толерантности (ИТ) M. sinensis по отношению к почве, загрязненной ХОП, составляет 0.99, а именно ИТ высоты равен 0.95, сухого веса НЗБ – 0.77, сухого веса корней – 1.17, длины корней – 1.11. Следовательно, учитывая совокупную реакцию растений на высокие концентрации ХОП в почве, проявляющуюся в вышеуказанных параметрах, можно сделать вывод, что M. sinensis может переносить сильное загрязнение почвы многочисленными ХОП.

Биологические параметры M. × giganteus определялись в тепличных условиях. После семи месяцев выращивания M. × giganteus в контрольной (ПР1) и искусственно загрязненной Pb в двух концентрациях (ПР2 и ПР3) почвах высота растений достигла 110.1, 106.6 и 150.5 см, соответственно (Рисунок 11а). Высота растений в вариантах ПР1 и ПР2 статистически не отличалась, в то время как высота растений в ПР3 с почвой, сильно загрязненной Pb (2033.3 ± 64.8 мг кг-1), была значительно выше (на 37% при р < 0.01).
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Рисунок 11 – Ростовые параметры M. × giganteus, выращенного на контрольной и искусственно-загрязненной Pb почвах. а) высота растений (р < 0.01); б) сухой вес листьев, стеблей и корней (р < 0.001, р < 0.001 и р < 0.01, соответственно). Разные буквы в пределах одного параметра указывают на статистически достоверную разницу
Высокие концентрации Pb также благоприятно повлияли на продуктивность биомассы (сухой вес листьев и стеблей) и корней (Рисунок 11б). Данный факт может объясняться формой внесения свинца (Pb(NO3)2) в почву при искусственном загрязнении: стимулирующий эффект повышения ростовых параметров M. × giganteus связан с повышением концентрации нитратного азота в почве. Сухой вес листьев растений в обработках ПР2 и ПР3 увеличились на 47% и 59% (р < 0.001), соответственно, в сравнении с ПР1. Сухой вес стеблей растений, выращенных в почве, искусственно загрязненной Pb в двух концентрациях, также увеличился на 59% и 130% (р < 0.001), соответственно. Увеличение сухого веса корней в ПР2 и ПР3 составило 43% и 102% (р < 0.01), однако существенной разницы между обработками ПР1 и ПР2 обнаружено не было (Рисунок 11б).
Таким образом, среднее значение ИТ M. × giganteus по отношению к почве концентрацией Pb 273.7 ± 20.5 мг кг-1 (ПР2) составил 1.36, в то время как среднее значение ИТ при произрастании в почве ПР3 равно 1.96. Следовательно, учитывая совокупную реакцию растения на высокие концентрации Pb в почве, можно сделать вывод, что M. × giganteus обладает устойчивостью к высоким концентрациям Pb в почве (~ 35×ПДК ЧР).

3.2.2 Содержание хлорофилла в листьях M. sinensis, произраставшего на исторически загрязненной ХОП почве
В настоящее время изучение признаков устойчивости к загрязняющим факторам, поиск устойчивых форм, а также видов растений, способных накапливать токсичные вещества в больших количествах для применения в технологии фиторемедиации, становится актуальной задачей. Таким образом, физиологические параметры растений, служащие биоиндикаторами антропогенного воздействия, представляют собой снижение отношения Chla к Chlb и увеличение отношения суммы Chla+b к Car. Chla является основным фотосинтетическим пигментом растения, содержание которого уменьшается одновременно с увеличением доли вспомогательных пигментов (Chlb и Car), что указывает на адаптивную реакцию НЗБ растения на воздействие ксенобиотиков [213]. Для оценки стресса M. sinensis, выращенного в почве, загрязненной ХОП, определяли содержание пигментов хлорофилла в листьях (Рисунок 12а, б; Приложение А, Таблица А.1). Содержание Chla в листьях M. sinensis, выращенных в почве, загрязненной ХОП, снизилось на 30% по отношению к контрольным значениям (Рисунок 12а). Более того, небольшое снижение содержания Chlb (на 37%) и Car (на 29%) указывает на адаптивную реакцию ассимиляционного аппарата растений к высоким концентрациям ХОП в почве (Рисунок 12а). Наши исследования демонстрируют снижение содержания пигментов хлорофилла и отношения их общего содержания к Car, что отражает стрессовую реакцию растения на воздействие ХОП и свидетельствует о толерантности M. sinensis к ним. Более того, основываясь на литературе и полученных в ходе эксперимента данных, можно предположить, что изменения в соотношении пигментов хлорофилла являются следствием адаптации фотосинтетического аппарата растений к ХОП. Следовательно, этот индикаторный параметр может быть использован при оценке устойчивости растений к пестицидам.
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Рисунок 12 – Содержание пигментов хлорофилла в листьях M. sinensis, выращенных на исторически загрязненной ХОП почве: а) масса пигментов хлорофилла; и б) показатели соотношения пигментов хлорофилла
3.3 Фиторемедиационный потенциал целевых энергетических растений, произраставших на исторически загрязненных ХОП и ТМЭ почвах
Использование энергетических растений в фитотехнологии, применяемой на слегка загрязненных и заброшенных землях, с одновременным производством биомассы становится популярным, в частности, из-за наличия срочных запросов на увеличение доли биоэкономики [214].

Miscanthus sp. зарекомендовал себя как полезная культура для восстановления загрязненных почв [215]. Растение продуктивно и морозостойко, а биомасса является перспективным целлюлозосодержащим сырьем для переработки в целлюлозу, биотопливо и другие биопродукты [164,216,217]. Многочисленные исследования доказали эффективность M. × giganteus в фиторемедиации почв, загрязненных ТМЭ [110–114]. Однако в случае загрязнения почвы ХОП, M. × giganteus не был способен выдерживать концентрации выше 2×ПДК (241 ± 16 мкг кг-1), тогда как M. sinensis оказался более толерантным, он способен расти при концентрациях, достигающих 62×ПДК [115, p. 65].
3.3.1 Фиторемедиационный потенциал M. sinensis, произраставшего на исторически загрязненной ХОП почве
Казахстан сталкивается с растущими проблемами загрязнения почв, вызванными неиспользованными устаревшими пестицидами. В 2012 г. было зарегистрировано 1 500 тонн устаревших пестицидов и их смесей по всей стране вместе с 602 складами пестицидов, тогда как 64 из них расположены в Алматинской области [11, p. 8,218]. Целью этого исследования было изучение параметров фиторемедиации и физиологических характеристик M. sinensis при выращивании на загрязненной ХОП почве, отобранной вокруг разрушенного склада устаревших пестицидов.

Результаты химического анализа показали, что все 24 наименования ХОП, присутствующих в почве, были обнаружены в тканях M. sinensis (Приложение А, Таблица А.2). В зависимости от химической структуры ХОП, аккумулированные в тканях M. sinensis, можно разделить на три группы: а) ДДТ и аналоги (2.4-ДДД, 4.4-ДДД, 4.4-ДДЭ, 4.4-ДДТ, хлоробензилат, метоксихлор, дикофол); б) изомеры ГХЦГ (α-, β-, δ-, 𝛾-); и в) циклодиены и родственные соединения (альдрин, дильдрин, эндрин (альдегид), гептахлор (эпоксид), хлордан, эндосульфан (α, β, сульфат)). Как видно из таблицы 1, колебания молекулярной массы (Mr) внутри каждой из этих групп незначительны.

ДДТ и его аналоги. Mr ДДТ и его аналогов варьировалась в диапазоне от 318.0 до 370.5 г моль-1. Среди ХОП этой группы, наибольшей гидрофобностью (log Kow = 6.91) обладает 4.4-ДДТ, тогда как наибольшую Mr равную 370.5 г моль-1 имеет дикофол. Коэффициент гидрофобности для 4.4-ДДЭ немного ниже (6.51) при Mr 318.0 г моль-1, а наименьший log Kow обнаружен для хлоробензилата (4.74) при Mr 325.2 г моль-1 (Таблица 1). Накопление ХОП этой группы в тканях M. sinensis имело следующую тенденцию: 2.4-ДДД, 4.4-ДДД и хлоробензилат не концентрировались в биомассе M. sinensis, КБК для НЗБ и корней были ниже 1, что свидетельствует об отсутствии аккумулятивной способности растения в отношении этих пестицидов; дикофол гипераккумулировался в корнях M. sinensis с КБК 66.8 и 5.0 для НЗБ; также высокий КБК был обнаружен для метоксихлора - 3.9 и 3.3 для НЗБ и корней, соответственно. 4.4-ДДЭ больше аккумулировался в корневой системе растения с КБК равным 2.07, тогда как его КБК для НЗБ был равен 1.56 (Рисунок 13а).
Согласно значениям коэффициента транслокации (КТЛ) M. sinensis фитостабилизирует 4.4-ДДЭ и дикофол, т.е. большая часть этих ХОП накапливается в корнях, тогда как в отношении 4.4-ДДТ и метоксихлора наблюдается легкий потенциал к фитоэкстракции (Рисунок 13б).
Таким образом, M. sinensis обладает потенциалом к биоконцентрации 4.4-ДДТ, 4.4-ДДЭ, дикофола и метоксихлора (КБК >1) и в НЗБ, и в корневой системе (Рисунок 13а).

Изомеры ГХЦГ. Mr изомеров ГХЦГ (α-, β-, 𝛿-, 𝛾-) варьируется от 290.8 до 296.9 г моль-1. В пределах этой группы, 𝛿-ГХЦГ является наиболее гидрофобным (log Kow = 4.14), а 𝛾-ГХЦГ - наименее (log Kow = 3.72), в то время как Mr этих изомеров одинакова (Таблица 1). Накопление изомеров ГХЦГ в тканях M. sinensis происходило согласно механизму фитоэкстракции: три из 4-х изомеров больше аккумулировались в НЗБ, нежели в корневой системе, тогда как α-ГХЦГ распределялся равномерно по всему растению (Рисунок 14а, б). Однако, несмотря на отчетливую закономерность, согласно значениям КБК M. sinensis не обладает потенциалом аккумуляции α- и 𝛿-ГХЦГ (КБК <1).
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Рисунок 13 – Коэффициенты фиторемедиации M. sinensis, выращенного в почве, загрязненной ХОП, в отношении группы ДДТ и аналогов. а) КБК; б) КТЛ
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Рисунок 14 - Коэффициенты фиторемедиации M. sinensis, выращенного в почве, загрязненной ХОП, в отношении группы изомеров ГХЦГ. а) КБК; б) КТЛ
Наибольшая аккумуляция среди этой группы ХОП было достигнуто для β-ГХЦГ, его КБК равен 6.55 и 1.62 для НЗБ и корневой системы, соответственно, с КТЛ равным 4.04. Тогда как 𝛾-ГХЦГ в силу своей слабой гидрофобности почти полностью мигрировал из корней в НЗБ (КТЛ = 84.0). Таким образом, M. sinensis обладает способностью к гипераккумуляции менее токсичного изомера (β-ГХЦГ), в то время как в случае более токсичного γ-ГХЦГ, биоконцентрация была ниже (~ 1).

Циклодиены и родственные соединения. Mr циклодиенов и родственных соединений (альдрин, дильдрин, эндрин (альдегид), гептахлор (эпоксид), хлордан, эндосульфан (α, β, сульфат)) находится в диапазоне от 364.9 до 422.9 г моль-1. Дильдрин и эндрин имеют одинаковые log Kow (5.40) и Mr (380.9 г моль-1). Альдрин является наиболее гидрофобным (log Kow = 6.50) ХОП с наименьшей Mr 364.9 г моль-1 среди пестицидов этой группы (Таблица 1). Эндосульфан сульфат напротив имеет низкую гидрофобность с наибольшей Mr. Гептахлор эпоксид, эндосульфан α и эндрин не концентрировались в биомассе M. sinensis (КБК < 1), следовательно, растение не способно поглощать и аккумулировать эти ХОП в тканях (Рисунок 15а).
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Рисунок 15 - Коэффициенты фиторемедиации M. sinensis, выращенного в почве, загрязненной ХОП в отношении группы циклодиенов и родственных соединений. а) КБК; б) КТЛ
Высокая аккумуляторная способность (гипераккумуляция) M. sinensis была зафиксирована для дильдрина, хлордана и эндосульфан сульфата, их КБК варьировались в диапазоне от 16.9 до 35.9. Накопление альдрина, гептахлора, эндосульфана β и эндрин альдегида в тканях исследуемого растения было значительным, КБК варьировался от 1.10 до 2.72. Среди 6 ХОП этой группы, которые эффективно накапливаются в тканях M. sinensis, альдрин, дильдрин, эндосульфан β, эндосульфан сульфат и эндрин альдегид распределяются равномерно по всему растению, тогда как гептахлор фитоэкстрагируется в НЗБ (КТЛ = 2.01), а хлордан фитостабилизируется в корнях (КТЛ = 0.47) (Рисунок 15б).
3.3.2 Фиторемедиационный потенциал M. × giganteus, произраставшего на исторически загрязненной ТМЭ почве
Самая высокая концентрация ТМЭ была обнаружена в корнях, что является нормальным явлением для M. × giganteus [77,112] и доказывает течение процесса фитостабилизации. Это тенденция наблюдается во всех экспериментальных обработках. Только в случае Mn и Sr, тенденция была противоположной: эти ТМЭ в основном накапливались в НЗБ, а именно в листьях.

Среди пяти ТМЭ, обнаруженных в тканях растений, существенной была только аккумуляция Mn: КБК варьировался от 1.2 до 1.6 для НЗБ и от 0.5 до 0.7 в корнях. С увеличением концентрации Pb в почве, накопление Mn снизилось на 25.6% и 31.8% в НЗБ и корнях, соответственно. Интересно, что у растений, выращенных в почве ПР2, с промежуточной концентрацией Pb, аккумуляция Mn в НЗБ незначительно увеличилась (на 5.6%), в то время как в корнях оставалась на том же уровне с КБК = 0.7. Zn в основном накапливался в корнях с КБК в диапазоне от 0.8 до 0.5, а с увеличением концентрации Pb в почве, поглощение Zn уменьшилось на 26.1%. КБК Zn для НЗБ колебался в очень узком диапазоне, поэтому можно сделать вывод, что его накопление в НЗБ M. × giganteus не зависит от концентраций Pb в почве, и остается приблизительно на том же уровне (КБК = 0.2). Cu и Pb, а также Zn в основном накапливались в корнях растений, однако объем поглощения был слишком мал. Накопление Cu и Pb в НЗБ оставалось постоянным с увеличением концентрации Pb в почве (КБК равный 0.02 и 0.01, соответственно), в то время как в корнях уменьшилось на 25.6% и 25.8%, соответственно. Накопление Sr в обоих частях растения оставалось постоянным с увеличением концентрации Pb в почве (КБК равный 0.08 и 0.06 в НЗБ и корнях, соответственно). Кроме того, Sr, а также Mn в основном накапливались в НЗБ. Следует отметить: уменьшение накопления Cu, Zn и Pb в корнях растений с увеличением накопления Pb в почве составило 25.8% (± 0.2).

Транслокация в НЗБ M. × giganteus наблюдалась только для Mn и Sr (КТЛ > 1). Транслокация Mn с увеличением концентрации Pb в почве последовательно увеличивалась с 2.5 до 2.7, в то время как транслокация Sr не изменялась. В случае трех других ТМЭ, в НЗБ были обнаружены следовые концентрации, но значения КТЛ не превышали 0.5. Таким образом, M. × giganteus не обладает потенциалом для фитоэкстракции Cu, Zn и Pb.

Динамика поглощения Pb корнями M. × giganteus коррелировала с увеличением содержания Pb в искусственно-загрязненных почвах (Таблица 10). В системе ПР1 общее поглощение Pb составляло 81.1 мкг, из которых 14.3 мкг находилось в НЗБ. С увеличением концентрации Pb в почве содержание Pb во всех частях растений увеличилось более чем на 7 тысяч %, достигнув 6 000 мкг (6 мг). Общее содержание Mn увеличилось в среднем на 37.7% в системах ПР2 и ПР3, достигнув 36 мг в растениях (Таблица 10). Содержание Cu, а также Mn увеличилось в обеих системах на 45.2% и 50.4%, соответственно. Увеличение общего содержания Zn было обнаружено только в системе ПР3 и составило 55.9%. Общее содержание Sr увеличилось на 68.2% и 89.7% в системах ПР2 и ПР3, соответственно.

Таким образом, увеличение концентрации Pb в почве усилило накопление пяти ТМЭ в следующем порядке возрастания Mn < Cu < Zn < Sr < Pb, что соответствует порядку увеличения их Mr.

Таблица 10 – Масса ТМЭ, аккумулированная в тканях M. × giganteus
	Почва
	Орган
	Mn, мкг
	Cu, мкг
	Zn, мкг
	Sr, мкг
	Pb, мкг

	ПР1
	Листья
	13 797 a
	26.7 c
	459 c
	685 b
	13.8 c

	
	Стебли
	3 356 c
	5.6 c
	226 c
	56.9 c
	0.5 c

	
	Корни
	8 780 b
	300 b
	4 627 a
	736 b
	66.8 c

	ПР2
	Листья
	16 385 a
	28.6 c
	708 c
	916 b
	63.7 c

	
	Стебли
	7 961 c
	15.7 c
	648 c
	180 c
	37.1 c

	
	Корни
	11 543 b
	420 a
	4 172 b
	1 389 a
	954 b

	ПР3
	Листья
	18 243 a
	58.7 c
	1 177 c
	1 324 a
	1 243 b

	
	Стебли
	6 484 c
	18.2 c
	473 c
	167 c
	301 c

	
	Корни
	10 807 b
	421 a
	6 631 a
	1 312 a
	4 461 a

	Эффект концентрации Pb в почве:
	p < 0.001
	p < 0.01
	p < 0.001
	p < 0.001
	p < 0.001

	Эффект органа:
	p < 0.001
	p < 0.001
	p < 0.001
	p < 0.001
	p < 0.001

	Кумулятивный эффект:
	p = 0.23
	p < 0.01
	p < 0.001
	p < 0.001
	p < 0.001


3.4 Оптимизация процесса фиторемедиации загрязненных почв с помощью почвенных добавок
3.4.1 Влияние почвенных добавок на фиторемедиационный потенциал и продуктивность биомассы M. sinensis, произраставшего на исторически загрязненной ХОП почве
Целью данного исследования было изучение параметров фиторемедиации и физиологических характеристик M. sinensis при выращивании на почве, загрязненной ХОП, и определения влияния двух почвенных добавок: Tween 20 и AУ на процесс. Были исследованы следующие параметры: а) динамика роста; б) сухой вес НЗБ и корней; в) содержание пигментов хлорофилла; г) концентрации ХОП в органах растения. Предполагалось, что обобщенные данные позволят установить взаимосвязь между химической структурой ХОП и фиторемедиационным поведением M. sinensis. Эксперимент содержит следующие обработки: исторически загрязненная ХОП почва была взята в качестве контрольного варианта; эта же (контрольная) почва, с внесенным Tween 20, была названа T20; контрольная почва, обогащенная активированным углем, была названа АУ.

Физиологические параметры растений. Динамика роста M. sinensis на по-разному обработанных почвах представлена на рисунке 16а. В марте средняя высота побегов M. sinensis составила 16.3 ± 0.3 см (р = 0.36). Положительное влияние Tween 20 и AУ на высоту было заметно в начале вегетационного периода, в течение первого месяца было зафиксировано увеличение в 1.4 раза. Применение Tween 20 увеличивало рост в течение всего эксперимента, в то время как воздействие АУ ингибировалось по прошествии двух месяцев.
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Рисунок 16 – Ростовые параметры M. sinensis, росшего в почве, загрязненной ХОП, обработанной Тween 20 или AУ. а) динамика роста (p < 0.001); б) сухой вес НЗБ и корней; и в) длина корня. Разные буквы в пределах одного параметра указывают на статистически достоверную разницу
Непосредственно перед сбором урожая разница между растениями T20 и контроля достигла 7.6 см, в то время как между растениями AУ и контроля она составляла всего 1.7 см, тем не менее, оставаясь статистически достоверной (p < 0.001). Более того, была обнаружена существенная разница в высоте растений, выращенных в присутствии AУ (47.5 ± 0.5 см) и Tween 20 (53.4 ± 0.4 см).
При рассмотрении ежемесячного прироста на основе средних показателей (Рисунок 16а), наиболее значительный разрыв в росте наблюдался в первый месяц. Прирост высоты M. sinensis, высаженного на необработанную почву, составил 6.3 ± 0.6 см за первый месяц и колебался в диапазоне от 5.5 ± 0.6 до 6.3 ± 0.6 см в последующие месяцы.
Когда растение росло в присутствии Tween 20 и АУ, в первый месяц наблюдался отчетливый скачок в росте. Высота растений была выше в 2.3 раза в сравнении высотой контрольных растений. Однако этот благоприятный эффект сохранялся только для растений варианта T20, для растений АУ он исчез через два месяца после высадки, и величина роста почти сравнялась с контрольной выборкой.
Сухой вес корней M. sinensis был значительно ниже у растений T20 (2.1 г) и AУ (2.9 г), чем у растений контроля, уменьшившись в 2.8 и 2.0 раза, соответственно (Рисунок 16б). Длина корня растений, выращенных в почве, обработанной Tween 20, составляла 22.1 ± 0.3 см, в то время как у растений АУ, она была равна 16.1 ± 0.3 см. Сравнение физиологических параметров M. sinensis, выращенных в присутствии двух почвенных добавок, не выявило очевидной закономерности. Однако статистический анализ ANOVA показал значительную разницу между некоторыми выборками по каждому физиологическому параметру в отдельности. Следовательно, можно сделать вывод, что в течение шести месяцев наилучший показатель по длине корня (22.1 ± 0.3 см) принадлежал M. sinensis, выращенному на почве с добавлением Tween 20. Таким образом, активация роста корней является одним из факторов, подверженных влиянию Tween 20. НЗБ растения не подверглась влиянию почвенных добавок (Рисунок 16б). В рамках физиологического параметра сухой вес корней, наилучший показатель был зафиксирован у M. sinensis, выращенного в необработанной почве, тогда как самый низкий показатель был у растений, выращенных в присутствие Tween 20 (Рисунок 16б).

Содержание пигментов хлорофилла. Оптимизация условий роста M. sinensis в почве, загрязненной ХОП, внесением изменений в почву показало, что AУ, в отличие от Tween 20, увеличил общее содержание пигментов хлорофилла в листьях на 30% в сравнении с контрольной загрязненной почвой (Рисунок 17а). В то время как обработка почвы Tween 20 привело к снижению общего содержания пигментов хлорофилла (на 45%). Chla, Chlb и Car снизились на 43%, 53% и 36%, соответственно (Рисунок 17а). Внесение AУ в систему «почва-растение» улучшило реакцию последнего на стресс при высоких концентрациях ХОП в почве: содержание Chla, Chlb и Car увеличилось на 30%, 26% и 25%, соответственно (Рисунок 17а). Следует отметить, что соотношение Chla/b увеличилось в обоих случаях оптимизации, в то время как отношение суммы пигментов хлорофилла к содержанию Car уменьшилось на 18% и увеличилось на 11% в присутствии Тween 20 и AУ, соответственно. Таким образом, AУ повысил адаптивность M. sinensis к высоким концентрациям ХОП в почве.
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Рисунок 17 – Содержание пигментов хлорофилла в листьях M. sinensis, выращенных на исторически загрязненной ХОП почве, обработанной T20 или AУ: а) масса пигментов; б) показатели соотношения пигментов хлорофилла

Как видно из полученных данных, сопутствующее применение Tween 20 и AУ в процессе фиторемедиации загрязненной ХОП почвы повышает адаптивность M. sinensis к загрязнителям.

Влияние почвенных добавок на фиторемедиационный потенциал M. sinensis. Результаты химического анализа показали, что все 24 наименования ХОП, присутствующих в почве, были обнаружены в тканях M. sinensis (Приложение А, Таблица А.2). В зависимости от химической структуры ХОП, мигрировавшие из почвы в ткани M. sinensis, можно разделить на три группы: а) ДДТ и аналоги (2.4-ДДД, 4.4-ДДД, 4.4-ДДЭ, 4.4-ДДТ, хлоробензилат, метоксихлор, дикофол); б) изомеры ГХЦГ (α-, β-, δ-, 𝛾-); и в) циклодиены и родственные соединения (альдрин, дильдрин, эндрин (альдегид), гептахлор (эпоксид), хлордан, эндосульфан (α, β, сульфат)). Фиторемедиационный потенциал M. sinensis, а именно фитоэкстракционная способность по отношению к ХОП, может быть улучшена за счет усиления транслокации пестицидов из корней в НЗБ [219].
В подразделе 3.3.1 был подробно рассмотрен фиторемедиационный потенциал M. sinensis в отношении исторически загрязненной ХОП почвы без внесения почвенных добавок. Подводя итог по подразделу, следующие выводы были сформированы:

· M. sinensis не обладает фиторемедиационным потенциалом в отношении хлоробензилата, дибутил хлорэндата, эндосульфана α, эндрина, гептахлор эпоксида, α-ГХЦГ, δ-ГХЦГ, 2.4-ДДД и 4.4-ДДД (9 ХОП) с КБК (< 1) равными 0.03, 0.11, 0.25, 0.20, 0.12, 0.53, 0.36 и 0.65, соответственно.
· M. sinensis способен гипераккумулировать дикофол, хлордан, дильдрин, эндосульфан сульфат, β-ГХЦГ и ГХБ с КБК 66.8, 35.9, 21.1, 21.7, 6.6 и 28.7, соответственно. 
· M. sinensis способен фитостабилизировать 4.4-ДДЭ, дикофол и хлордан с КТЛ равными 0.49, 0.07 и 0.47, соответственно.

· M. sinensis способен фитоэкстрагировать β-ГХЦГ, 𝛾-ГХЦГ и гептахлор с КТЛ (> 1) равными 4.04, 84.0 и 2.01, соответственно.
· 4.4-ДДТ, метоксихлор, альдрин, дильдрин, эндосульфан β, эндосульфан сульфат и эндрин альдегид равномерно распределены внутри растения (КТЛ ~ 1.0).
Таблица 11 – Коэффициент биоконцентрации (КБК) ХОП в тканях M. sinensis, росшего в исторически загрязненной почве, обработанной Tween 20 или АУ

	ХОП
	ЗП
	Т20
	АУ
	p-value

	
	НЗБ
	Корни
	НЗБ
	Корни
	НЗБ
	Корни
	

	2.4-ДДД
	0.25 d
	0.36 c
	0.10 e
	1.04 a
	0.10 e
	0.49 b
	< 0.001

	4.4-ДДД
	0.65 b
	0.56 b
	0.25 c
	2.63 a
	0.22 c
	0.56 b
	< 0.001

	4.4-ДДТ
	1.50 b
	1.27 b
	0.36 c
	5.36 a
	0.61 c
	1.34 b
	< 0.001

	4.4-ДДЭ
	1.02 d
	2.07 c
	0.56 e
	4.47 a
	0.55 e
	3.00 b
	< 0.001

	α-ГХЦГ
	0.12 c
	0.11 c
	0.15 bc
	ND
	0.23 ab
	0.27 a
	< 0.01

	β-ГХЦГ
	6.55 a
	1.62 c
	1.51 c
	4.72 b
	2.00 c
	1.45 c
	< 0.001

	γ-ГХЦГ
	1.07 a
	0.01 b
	0.01 b
	0.04 b
	0.02 b
	0.03 b
	< 0.001

	δ-ГХЦГ
	0.53 ab
	0.12 c
	0.14 c
	0.58 a
	0.19 c
	0.43 b
	< 0.001

	Альдрин
	1.64 b
	1.27 bc
	0.70 d
	5.63 a
	1.01 cd
	0.84 cd
	< 0.001

	Гексабромбензен
	2.08 b
	1.39 c
	0.37 d
	4.02 a
	0.09 d
	1.61 bc
	< 0.001

	Гептахлор
	2.72 b
	1.35 c
	1.02 c
	4.32 a
	1.44 c
	1.48 c
	< 0.001

	Гептахлор эпоксид
	0.20 c
	0.16 cd
	0.08 e
	0.68 a
	0.12 de
	0.32 b
	< 0.001

	ГХБ
	28.7 a
	5.45 b
	5.36 b
	7.17 b
	7.16 b
	4.43 b
	< 0.001

	Дибутил хлорэндат
	0.11 b
	0.09 b
	0.01 c
	0.42 b
	0.01 c
	0.10 b
	< 0.001

	Дикофол (Кельтан)
	4.99 d
	66.8 b
	2.74 d
	16.6 c
	2.71 d
	102 a
	< 0.001

	Дильдрин
	21.1 b
	18.0 b
	8.17 c
	79.1 a
	9.23 c
	14.7 bc
	< 0.001

	Метоксихлор
	3.89 b
	3.33 b
	0.69 c
	8.01 a
	1.14 b
	3.73 c
	< 0.001

	Хлоробензилат
	0.034 b
	0.034 b
	0.008 c
	0.104 a
	0.012 c
	0.012 c
	< 0.001

	Хлордан
	16.9 c
	35.9 b
	5.46 d
	69.1 a
	8.21 d
	9.49 d
	< 0.001

	Эндосульфан α
	0.10 d
	0.25 c
	0.07 de
	0.44 a
	0.05 e
	0.38 b
	< 0.001

	Эндосульфан β
	1.96 c
	2.62 c
	0.92 d
	7.50 a
	0.66 d
	3.42 b
	< 0.001

	Эндосульфан сульфат
	18.1 b
	21.7 b
	9.1 c
	89.8 a
	6.4 c
	21.8 b
	< 0.001

	Эндрин
	0.14 b
	0.12 b
	0.07 c
	0.50 a
	0.06 c
	0.10 bc
	< 0.001

	Эндрин альдегид
	1.22 b
	1.10 b
	0.53 c
	4.87 a
	0.38 c
	1.15 b
	< 0.001


Когда M. sinensis культивировали в почве с Tween 20, была выявлена одна строгая закономерность: при внесении Tween 20 в систему «почва-растение», миграция большинства (23 из 24 наименований ХОП) из корневой системы в НЗБ ингибировалась, а именно активировался процесс фитостабилизации (Таблица 11), с одним исключением по отношению к α-ГХЦГ – он был найден только в НЗБ. При выращивании M. sinensis в присутствии AУ, инициируется процесс фитостабилизации для 21 ХОП из 24, за исключением хлордана, чья миграция в НЗБ M. sinensis увеличилась в 1.8 раза, а также альдрина и хлоробензилата, их транслокация внутри растения не подверглась влиянию АУ. К дальнейшему рассмотрению будут взяты только те ХОП, чьи КБК выше 1, так как это свидетельствует о наличии фиторемедиационного потенциала исследуемого растения по отношению к ним.
Следовательно, можно заключить, что M. sinensis не обладает фиторемедиационным потенциалом для очищения почв от хлоробензилата, дибутил хлорэндата, эндосульфана α, эндрина, гептахлор эпоксида, α-ГХЦГ, δ-ГХЦГ, 2.4-ДДД и 4.4-ДДД (9 ХОП) вне зависимости от внесения почвенных добавок (Таблица 11).

Внесение Tween 20 в почву увеличивало общее поглощение 10 и фитостабилизацию 14 из 15 ХОП, биоконцентрируемых в тканях M. sinensis: альдрина - в 2.2 и 10.4 раза, хлордана – в 1.4 и 6.0 раза, дильдрина – в 2.2 и 11.3 раза, эндосульфана β – в 1.8 и 6.1 раза, эндосульфан сульфата – в 2.5 и 8.2 раза, эндрин альдегида – в 2.3 и 10.1 раза, гептахлора – в 1.3 и 8.5 раза, гексабромбензена – в 1.3 и 16.0 раза, метоксихлора – в 1.2 и 13.6 раза, 4.4-ДДТ – в 2.1 и 17.5 раза, и 4.4-ДДЭ – в 1.6 и 3.9 раза, соответственно. Общее накопление ГХБ, β-ГХЦГ и γ-ГХЦГ снижалось в присутствии Tween 20 (в 2.7, 1.3 и 23.1 раза, соответственно), однако фитостабилизация увеличивалась (в 7.1, 12.6 и 278 раз, соответственно). Только поглощение дикофола и его миграция в НЗБ отличалось от поведения других ХОП: общая аккумуляция снижалась в 3.7 раз, а транслокация в НЗБ увеличивалась в 2.2 раза, т.е. Tween 20 активирует фитоэкстракционную способность M. sinensis в отношении дикофола.
Внесение АУ в почву усиливало фитостабилизационный потенциал исследуемого растения, а также снижало общее поглощение ХОП (17 из 24): альдрина - в 1.6 раза, хлордана - в 3.0 раза, дильдрина – в 1.6 раз, эндосульфана β – в 1.1 раза, эндосульфан сульфата – в 1.4 раза, эндрин альдегида – в 1.5 раз, ГХБ – в 3.0 раз, гептахлора – в 1.4 раза, гексабромбензена – в 2.0 раза, метоксихлора – в 1.5 раза, β-ГХЦГ – в 2.4 раза, γ-ГХЦГ – в 23.1 раза, и 4.4-ДДТ – в 1.4 раза, соответственно. Усиление фитостабилизационного потенциала варьировался в диапазоне от 1.9 до 115 раз. Интересная тенденция наблюдается для дикофола: при внесении Tween 20 его общее накопление снижалось, а при внесении АУ – увеличивалось (в 1.5 раза), хотя ожидался обратный эффект. Также зафиксировано увеличение аккумуляции 4.4-ДДЭ (в 1.2 раза). Таким образом, АУ может быть эффективно использован для выращивания M. sinensis на загрязненных ХОП в целях получения чистой биомассы для преобразования в биопродукты.
Накопление ХОП в тканях M. sinensis в зависимости от гидрофобности. Исследование фиторемедиационного потенциала M. sinensis, основанное только на данных о концентрациях ХОП, имеет некоторые ограничения. Для более глубокого изучения поведения растений масса каждого ХОП (в мкг) была рассчитана отдельно для НЗБ и корней (Приложение А, Таблица А.3).
При произрастании в необработанной почве M. sinensis накапливал широкий спектр ХОП, и несмотря на то, что концентрации ХОП в тканях растения были сравнительно малы, вычисленные массы ХОП были существенными. Наибольшая масса, аккумулированная тканях Мискантуса, принадлежит 4.4-ДДТ (Приложение А, Таблица А.3).
Поскольку масса ХОП, представленных в растительной ткани, зависит от сухого веса биомассы, масса пестицидов в тканях растения, выращенных в присутствии Tween 20 в большинстве случаев не отличалось существенно от контрольных показателей, несмотря на статистически достоверную разницу в концентрациях. Общее накопление ХОП (за исключением эндосульфан сульфата для Tween 20) уменьшилось при внесении почвенных добавок в систему «почва-растение».
Как правило, распределение ХОП в тканях M. sinensis хорошо коррелирует с коэффициентами гидрофобности (log Kow): с увеличением гидрофобности ХОП количество поглощения уменьшалось. Однако эта тенденция не была доказана (Рисунок 18) для двух веществ: 2.4-ДДД и β-ГХЦГ. Среди группы циклодиенов эндрин имеет равные значения Mr и log Kow с дильдрином, их Mr выше, чем Mr альдрина, в то же время коэффициенты гидрофобности ниже. Эти свойства могут быть причиной того, что количество эндрина в биомассе было меньше по сравнению с альдрином, даже прогнозировалась обратная тенденция (Рисунок 18).
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Рисунок 18 - Корреляция между значениями log Kow и %-ным отношением массы ХОП в тканях растений к массе ХОП в исследуемых почвах
Таким образом, исследование демонстрирует, что внесение изменений в загрязненную почву с помощью Tween 20 или AУ значительно влияет на фиторемедиацию ХОП. Tween 20 помогает преодолеть низкую биодоступность ХОП в почве за счет снижения их гидрофобности и, таким образом, увеличивает поглощение и аккумуляцию ХОП в корнях растений. Соответственно, сообщалось, что Tween 20 полезен для усиления поглощения корнями природных НОК. Более того, Tween 20 вызывает удлинение корней и увеличение высоты растений M. sinensis, оказывает благотворное влияние на общее восстановление загрязненной почвы за счет повышения фитодоступности ХОП. С другой стороны, содержание пигментов хлорофилла в листьях снизилось, что может быть связано с повышенными условиями стресса: Tween 20 увеличил биодоступность ХОП и, как следствие, негативно повлиял на развитие растения. Это было подтверждено особенностями сухого веса НЗБ, который не увеличился, как предвиделось, вследствие увеличения высоты растения.

Корреляция между коэффициентом гидрофобности и количеством ХОП, представленных в тканях растений, наблюдается для основных исследованных ХОП (Рисунок 18), однако она не справедлива для 2.4-ДДД, 4.4-ДДД, эндрина и α- и β-ГХЦГ, количество поглощения которых должно было быть выше, чем для δ-ГХЦГ, но меньше, чем для γ-ГХЦГ. Предположительно, небольшое количество 2.4-ДДД в массе растения может быть обусловлено его промежуточным состоянием при образовании основного выделяемого продукта 2,2-бис(4-хлорфенил)-уксусной кислоты в пути анаэробной деградации ДДТ [220]. Отсутствие корреляции для ДДД может объясняться высоким значением коэффициента разделения октанола и воздуха (log KOA = 10.1, тогда как для 4.4-ДДТ и 4.4-ДДЭ значения равны 9.82 и 9.68, соответственно), так как органические соединения с низкими значениями log Kow, но высокими показателями log KOA не имеют потенциала к аккумуляции в растительных тканях [222]. Отсутствие корреляуие для 2.4-ДДД может быть дополнительно объяснено метаболически активированными свойствами этого соединения и возможным распадом во время транслокации на два метаболита: o.p'-DDA (1,1-(o.p'-дихлордифенил)уксусная кислота) и o.p'-DDE (1,1-(o.p'-дихлордифенил)-2,2-дихлорэтен) [221]. Чтобы объяснить отсутствие корреляции для β-ГХЦГ, необходимо учитывать значение log KOA. Он используется для объяснения поведения органических соединений между воздухом и матрицами окружающей среды, такими как почва, растительность и аэрозольные частицы; в нашем случае log KOA для β-ГХЦГ равно 8.1, а для γ-ГХЦГ – 9.7, что объяснет меньшее накопление последнего. Gobas et al. [222] отметили, что загрязнители с низким значением log Kow и высоким значением log KOA (случай β-ГХЦГ) не показали потенциала биоаккумуляции. Эндрин является стереоизомером дильдрина, и имеет относительно короткий период полураспада в окружающей среде и быстрый метаболизм в живых организмах; его накопление в живых организмах очень низкое по сравнению с соединениями с аналогичной химической структурой [46]. Эти свойства эндрина могут объяснить его ограниченное количество в тканях M. sinensis в сравнении с дильдрином и отсутствие корреляции, более того его log KOA выше значения этого показателя у дильдрина (10.1 и 8.5, соответственно).

Обработка загрязненной почвы AУ снизила биодоступность ХОП, однако необходимо более подробное исследование для выяснения различий в поглощении между ХОП и их метаболитами во время процесса фиторемедиации у M. sinensis. В группе ДДТ и его метаболитов необычное поведение было исследовано для 4.4-ДДЭ: содержание этого соединения в тканях M. sinensis увеличивалось с уменьшением транслокационной активности. Это наблюдение показало, что AУ повысил потенциал фитостабилизации M. sinensis в отношении 4.4-ДДЭ; в сравнении с другими пестицидами из этой группы AУ действовал как изолирующий агент, стимулировал увеличение доли неэкстрагируемой фракции и уменьшал долю лабильных фракций ХОП, представленных в почве, о подобных особенностях сообщили Abou Jaoude et al. [223].

Заключение
M. sinensis обладал способностью удовлетворительно расти в загрязненной почве и накапливать все ХОП, присутствующие в почве, в тканях растения. Уровень транслокации ХОП в растении определялся степенью гидрофобности пестицида, молекулярной массой и концентрациями в почве; преимущественно накопление ХОП происходило равномерно (и в НЗБ, и в корнях). В результате исследований выявлены следующие закономерности поведения M. sinensis по поглощению и аккумуляции ХОП: 1) гипераккумулирует дикофол, хлордан, дильдрин, эндосульфан сульфат, β-ГХЦГ и ГХБ с КБК 66.8, 35.9, 21.1, 21.7, 6.6 и 28.7, соответственно; 2) фитостабилизирует 4.4-ДДЭ, дикофол и хлордан; 2) фитоэкстрагирует β-ГХЦГ, 𝛾-ГХЦГ и гептахлор; 3) аккумулирует 4.4-ДДТ, метоксихлор, альдрин, дильдрин, эндосульфан β, эндосульфан сульфат и эндрин альдегид в равной степени в НЗБ и корнях. Также, можно заключить, что M. sinensis не обладает фиторемедиационным потенциалом по отношению к 9 ХОП: хлоробензилату, дибутил хлорэндату, эндосульфану α, эндрину, гептахлор эпоксиду, α-ГХЦГ, δ-ГХЦГ, 2.4-ДДД и 4.4-ДДД - вне зависимости от внесения почвенных добавок.

Внесение Tween 20 в почву улучшило динамику роста M. sinensis, увеличило длину и уменьшило сухую массу корней. Содержание пигментов хлорофилла указывало на то, что в присутствие Tween 20 в почве, концентрация пигментов снижалась; добавление AУ в почву приводило к увеличению этих параметров у растения. Tween 20 снижает гидрофобность ХОП и улучшает потенциал фиторемедиации M. sinensis: миграция большинства (23 из 24 наименований ХОП) из корневой системы в НЗБ ингибировалась, т.е. активировался процесс фитостабилизации, с одним исключением по отношению к α-ГХЦГ – он был найден только в НЗБ. Внесение Tween 20 в почву увеличивало общее поглощение 10 и фитостабилизацию 14 из 15 ХОП, биоконцентрируемых в тканях M. sinensis: альдрина в 2.2 и 10.4 раза, хлордана – в 1.4 и 6.0 раза, дильдрина – в 2.2 и 11.3 раза, эндосульфана β – в 1.8 и 6.1 раза, эндосульфан сульфата – в 2.5 и 8.2 раза, эндрин альдегида – в 2.3 и 10.1 раза, гептахлора – в 1.3 и 8.5 раза, гексабромбензена – в 1.3 и 16.0 раза, метоксихлора – в 1.2 и 13.6 раза, 4.4-ДДТ – в 2.1 и 17.5 раза, и 4.4-ДДЭ – в 1.6 и 3.9 раза, соответственно. Общее накопление ГХБ, β-ГХЦГ и γ-ГХЦГ снижалось в присутствии Tween 20 (в 2.7, 1.3 и 23.1 раза, соответственно), однако фитостабилизация увеличивалась (в 7.1, 12.6 и 278 раз, соответственно). Только поглощение дикофола (кельтан) и его миграция в НЗБ носили обратный характер: общая аккумуляция снижалась в 3.7 раза, а миграция в НЗБ увеличивалась в 2.2 раза, т.е. Tween 20 активировал фитоэкстракцию дикофола.

Обработка загрязненной почвы AУ увеличила динамику роста M. sinensis, однако эффект был слабее в сравнении с обработкой почвы Tween 20. Внесение AУ отрицательно сказалось на сухом весе и длине корней, а также существенно снизило поглощение ХОП из загрязненной почвы и транслокацию в НЗБ растения (21 ХОП из 24), за исключением хлордана, чья миграция в НЗБ M. sinensis увеличилась в 1.8 раза, а также альдрина и хлоробензилата, их транслокация внутри растения не подверглась влиянию АУ. Помимо усиления ингибирования фитоэкстракционного потенциала (от 1.9 до 115 раз) исследуемого растения, АУ также снижает общее поглощение ХОП: альдрина - в 1.6 раза, хлордана - в 3.0 раза, дильдрина – в 1.6 раза, эндосульфана β – в 1.1 раза, эндосульфан сульфата – в 1.4 раза, эндрин альдегида – в 1.5 раза, ГХБ – в 3.0 раза, гептахлора – в 1.4 раза, гексабромбензена – в 2.0 раза, метоксихлора – в 1.5 раза, β-ГХЦГ – в 2.4 раза, γ-ГХЦГ – в 23.1 раза, и 4.4-ДДТ – в 1.4 раза, соответственно. Интересная тенденция наблюдалась для дикофола: при внесении Tween 20 его общее накопление снижалось, тогда как при внесении АУ – увеличивалось (в 1.5 раза), хотя ожидалось обратное. Также зафиксировано увеличение аккумуляции 4.4-ДДЭ (в 1.2 раза). Таким образом, АУ может быть эффективно использован для выращивания M. sinensis на загрязненных ХОП почвах в целях производства относительно чистой биомассы для преобразования в биопродукты.

3.4.2 Влияние изолированной бактерии на фиторемедиационный потенциал и урожайность биомассы M. × giganteus, произраставшего на исторически загрязненной ТМЭ почве
Энергетическая культура второго поколения M. × giganteus является перспективным растением для фиторемедиации загрязненных земель и производства биомассы. Биомасса отличного качества может быть обеспечена путем внесения удобрений в почву или инокуляцией растений PGPB. Основной целью настоящего исследования было изучение влияния штамма PGPB Bacillus altitudinis KP-14, выделенного из загрязненной почвы на месте бывшей добычи полезных ископаемых Všebořice (Усти-над-Лабем, Чешская Республика), на фиторемедиационный потенциал и производство биомассы M. × giganteus. Эксперимент проводился в тепличных условиях с использованием исходной почвы, загрязненной следующими ТМЭ: V, Cr, Mn, Ni, Cu, Zn, Sr, Pb, и этой же почвы, искусственно загрязненной Pb в двух концентрациях.

Влияние бактеризации на физиологические показатели растений. Изменение ростовых параметров M. × giganteus при бактеризации корневищ оценивали во время его роста в системах «почва-растение» (ПР) и «почва-растение-микроорганизм» (ПРМ). Штамм PGPB B. altitudinis KP-14 (ПРМ1) оказал существенное влияние на рост, сухую массу НЗБ (листья и стебли) и корневой системы растения, увеличивая их на 49% (p < 0.001), 86% (p < 0.001) и 76% (p < 0.001), соответственно (Рисунок 19).
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Рисунок 19 – Ростовые параметры M. × giganteus, выращенного в искусственно загрязненной Pb почве, в присутствии PGPB. a) высота растений; б) сухой вес листьев; в) сухой вес стеблей; и г) сухой вес корней. Разные буквы в пределах одного параметра указывают на статистически достоверную разницу
В почвах с искусственными концентрациями Pb было зарегистрировано увеличение сухого веса корней в варианте ПРМ3 (p < 0.001). Это привело к увеличению адсорбционной поверхности. Увеличение площади поверхности корней улучшает усвоение растением питательных веществ, что является одним из показателей защитной функции живого организма. Таким образом, штамм B. altitudinis KP-14 способствует росту и развитию M. × giganteus в почвах, искусственно загрязненных высокими концентрациями Pb.

Влияние PGPB на фиторемедиационный потенциал M. × giganteus. Восемь ТМЭ были определены в почве Všebořice (Таблица 9). V, Cr, Ni, Zn и Sr были обнаружены в концентрациях, превышающих ПДК Чешской Республики [212]. Mn, Cu, Zn, Sr и Pb аккумулировались в тканях растений, тогда как накопления V, Cr и Ni обнаружено не было (Таблица 12). Самая высокая концентрация ТМЭ была обнаружена в корнях, что является обычным явлением для M. × giganteus [77,112]. Это явление наблюдается как в системах ПР, так и в системах ПРМ.

Динамика поглощения Pb корнями M. × giganteus коррелировала с увеличением содержания Pb в искусственно загрязненных почвах. В системе ПР1 общее поглощение Pb составляло 81.1 мкг, из которых 14.3 мкг находилось в листьях и стеблях. В системе ПРМ1 общее поглощение Pb увеличилось на 67.4% (р < 0.001) и достигло 135.8 мкг. Наибольшая разница наблюдалась в увеличении накопления в стеблях (на 120%), тогда как для листьев и корней накопление увеличилось только на 29.7% и 74.9%, соответственно. Однако бактеризация корневищ снизила транслокацию Pb в НЗБ: КТЛ снизился с 0.21 до 0.16. Сравнение систем ПР2 и ПРМ2 показало, что в системе ПРМ2 снижение накопления Pb в листьях и стеблях составило 12.7% и 33.2%, соответственно, тогда как аккумуляция Pb в корнях увеличилась на 260.2%. Сравнение между системами ПР3 и ПРM3 показало, что в системе ПРМ3 увеличение накопления Pb в листьях было незначительным (на 7.4%) (р > 0.05), тогда как снижение накопления в стеблях на 28.1% (р < 0.01) и в корнях на 199.8% (р < 0.001) было статистически достоверным. Введение штамма B. altitudinis KP-14 в загрязненную систему «почва-растение» (системы ПРМ) усилило потенциал фитостабилизации M. × giganteus, что отражается в увеличении значений КБК и снижении значений КТЛ.

Когда растение выращивали в системе ПР1, наибольшее накопление ТМЭ было обнаружено в корнях (за исключением Mn и Sr), в то время как аккумуляция в листьях и стеблях была ниже. Когда растение выращивалось в системах ПРМ2 и ПРМ3, накопление ТМЭ в стеблях снизилось (на 13.5-33.2%, соответственно), а в листьях - увеличилось (до 14.9%, соответственно). Таким образом, с увеличением концентрации Pb в почве M. × giganteus проявлял фитостабилизирующую активность. В присутствии штамма B. altitudinis KP-14 (система ПРМ1), увеличение общего накопления ТМЭ было почти одинаковым и варьировалось от 60.1% до 67.4%. С увеличением концентрации Pb в искусственно загрязненных почвах (системах ПРМ) поглощение ТМЭ имело ту же тенденцию. Однако тенденция была противоположной для Mn, где наблюдалось отчетливое снижение поглощения и перемещения в стебли и листья.

Таблица 12 - Концентрация ТМЭ, аккумулированных в тканях M. × giganteus, выращенных на загрязненных почвах
	ТМЭ
	Орган
	Концентрация ТМЭ в тканях M. × giganteus, мг кг-1

	
	
	ПР1
	ПРМ1
	ПР2
	ПРМ2
	ПР3
	ПРМ3

	
	
	Mean
	± SD
	Mean
	± SD
	Mean
	± SD
	Mean
	± SD
	Mean
	± SD
	Mean
	± SD

	Mn
	Л
	1254.8
	7.1
	1103.7
	5.4
	1017.0
	5.8
	1173.2
	6.4
	770.5
	4.8
	825.4
	5.1

	
	С
	364.6
	1.5
	521.6
	1.6
	544.9
	2.0
	487.7
	1.6
	306.8
	1.1
	255.8
	1.0

	
	К
	323.6
	4.1
	313.6
	3.3
	296.6
	3.9
	285.4
	4.2
	197.1
	2.8
	214.6
	4.2

	Cu
	Л
	2.4
	0.3
	2.6
	0.3
	1.8
	0.3
	1.9
	0.3
	2.5
	0.3
	2.8
	0.3

	
	С
	0.6
	0.1
	0.8
	0.1
	1.1
	0.1
	0.9
	0.1
	0.9
	0.1
	0.7
	0.0

	
	К
	11.0
	0.7
	10.0
	0.5
	11.3
	0.7
	13.1
	0.8
	7.7
	0.5
	11.0
	0.8

	Zn
	Л
	41.7
	0.5
	47.4
	0.5
	43.9
	0.5
	49.2
	0.6
	49.7
	0.5
	60.0
	0.6

	
	С
	24.5
	0.2
	36.4
	0.2
	44.4
	0.2
	39.4
	0.2
	22.4
	0.1
	30.3
	0.1

	
	К
	170.5
	1.3
	152.5
	1.0
	107.3
	1.0
	96.4
	1.1
	121.0
	0.9
	102.1
	1.2

	Sr
	Л
	62.3
	0.5
	60.0
	0.4
	56.9
	0.4
	72.4
	0.5
	55.9
	0.4
	64.1
	0.4

	
	С
	6.2
	0.1
	8.3
	0.1
	12.3
	0.1
	14.0
	0.1
	7.9
	0.1
	6.9
	0.0

	
	К
	27.1
	0.5
	27.4
	0.4
	35.7
	0.5
	51.5
	0.6
	23.9
	0.3
	42.3
	0.6

	Pb
	Л
	1.3
	0.3
	1.1
	0.3
	4.0
	0.3
	3.8
	0.3
	52.5
	0.5
	61.5
	0.6

	
	С
	0.1
	0.0
	0.1
	0.0
	2.5
	0.1
	1.8
	0.1
	14.2
	0.1
	11.8
	0.1

	
	К
	2.5
	0.4
	2.5
	0.3
	24.6
	0.6
	25.9
	0.7
	81.4
	0.8
	133.6
	1.3


Полученные данные были сопоставлены для двух систем: ПР и ПРМ. В системах ПР, ПР1 был взят в качестве контроля, и аналогично ПРМ1 представлял контроль в системах ПРМ. В системе ПР2 накопление Zn, Cu, Mn и Sr в корнях снизилось. Для системы ПР2 увеличение аккумуляции ТМЭ в стеблях было статистически достоверным: Zn, Cu, Mn и Sr - на 187% (р < 0.001), 180% (р < 0.001), 137% (р < 0.001) и 217% (р < 0.001), соответственно. В системе ПРМ2 снижение накопления Zn и Mn в корнях, по оценкам, составило 37% (р < 0.01) и 10% (р < 0.05), соответственно.

Поведение Zn в системе ПР2 варьировалось следующим образом: накопление Zn увеличилось на 54% в листьях (р < 0.001), на 187% в стеблях (р < 0.001) и уменьшилось на 68% в корнях (р < 0.05). В системе ПР3 общее количество Zn увеличилось во всех частях растения. Листья, стебли и корни показали увеличение на 157% (р < 0.001), 110% (р < 0.05) и 43% (р < 0.001) соответственно. В системе ПРМ2 накопление Zn уменьшилось. Он снизился на 8% (р > 0.05), 12% (р > 0.05) и 37% (р < 0.01) в листьях, стеблях и корнях соответственно. Напротив, в системе ПРМ3 накопление Zn увеличилось на 68% (р < 0.001) в листьях, на 2% (р > 0.05) в стеблях, и на 41% (р < 0.001) в корнях. Анализируя поведение Zn во всех системах, наблюдалась отчетливая закономерность с увеличением концентрации Pb. Общее поглощение Zn снизилось на 46% (р < 0.05) и 33% (р < 0.05) для систем ПР2 и ПРМ2, соответственно, в сравнении с системами ПР1 и ПРМ1. И наоборот, поглощение увеличилось на 56% (р < 0.001) и 40% (р < 0.001) в системах ПР3 и ПРМ3, соответственно.

В обеих системах Cu в основном накапливался в корнях. В системах ПР, которые характеризуются увеличением концентрации Pb в почве, основное увеличение накопления Cu было обнаружено в стеблях. В системе ПР2 увеличение составило 180% (р < 0.001), тогда как в системе ПР3 - на 225% (р < 0.001). В системах ПРМ основное увеличение аккумуляции наблюдалось в корнях. В системах ПРМ2 и ПРМ3 увеличение составило 31% (р > 0.05) и 131% (р < 0.001), соответственно. В системах ПР, с искусственными увеличенными концентрациями Pb в почве, процент накопления Cu увеличился с 10% до 22%, соответственно. В системах ПРМ процент накопления Cu снизился на 11% и 6% в листьях и стеблях, соответственно. Это сокращение было обусловлено введением штамма B. altitudinis KP-14.

Mn в основном накапливался в НЗБ M. × giganteus. В системе ПР1 листья содержали 53% от общей массы Mn в растении в сравнении с 58% в системе ПР2 и 51% в системе ПР3. В системах ПР с увеличением концентрации Pb в почве накопление Mn в основном увеличивалось в стеблях на 137% (р < 0.001) и 93% (р < 0.05), соответственно. Аккумуляция в листьях увеличилась на 19% (р > 0.05) и 32% (р < 0.01), соответственно. В системе ПР2 поглощение корнями снизилось на 53% (р < 0.05), в то время как в системе ПР3 это значение увеличилось на 23% (р > 0.05). В системах ПРM процент накопления Mn в листьях снизился, соответственно, на 10% (р < 0.001), 8% (р > 0.05) и 11% (р < 0.001) в сравнении с системами ПР. В системах ПРM с увеличением концентрации Pb в почве накопление Mn в листьях оставалось почти неизменным (43%, 46% и 40% для систем ПРM1, ПРM2 и ПРM3, соответственно). Альтернативно, накопление Mn в стеблях последовательно снижалось с 21% до 12% (р > 0.05).

Накопление Sr в НЗБ и корнях было почти одинаковым как для систем ПР, так и для ПРM. Sr и Cu демонстрировали следующее поведение. В системах ПР наибольшее накопление Sr было обнаружено в стеблях (увеличение на 217% (р < 0.001) и 193% (р < 0.001), соответственно). В системах ПРM наибольшее накопление было зафиксировано в корнях (увеличение на 87% (р < 0.001) и 225% (р < 0.001), соответственно). В системах ПР Sr накапливался преимущественно в листьях и стеблях. Кроме того, с увеличением концентрации Pb в почве содержание Sr в листьях и стеблях увеличилось с 46% до 58% (р < 0.001) и с 4% до 11% (р <0.001), соответственно. В системах ПРM накопление Sr в листьях и стеблях последовательно снижалось с 40% до 24% (р <0.001) и с 6% до 2% (р > 0.05), соответственно. И наоборот, общее накопление Sr в растении увеличилось на 64% (р <0.001), 131% (р < 0.001) и 106% (р < 0.001) в системах ПР1, ПР2 и ПР3, соответственно. Этот увеличение происходит с увеличением концентрации Pb в почвах.

Поведение ТМЭ в неинокулированных и инокулированных корневищах M. × giganteus штаммом PGPB B. altitudinis KP-14 оценивали наряду с влиянием выбранного штамма на накопление и поглощение ТМЭ. Ni, Cr и V были обнаружены в почве (Таблица 9), однако не были обнаружены в тканях растения, что может быть связано с их ограниченной биодоступностью. Согласно Küpper и Kroneck [224], только 1% Ni является биодоступным для растений. Cr также ограниченно доступен для растений, хотя подкисление почвы может увеличить его биодоступность [225]. Teng et al. [226] изучили поведение V в почве, загрязненной добычей полезных ископаемых, и обнаружили, что количество извлекаемого (растворимого в кислоте) V ограничено 0.3–1.9%.

Потенциал различных растений к фитостабилизации или фитоэкстракции оценивается на основе расчета КТЛ: отношения концентрации ТМЭ в НЗБ растения к концентрации того же элемента в корнях [205,227]. На основе значения КТЛ можно определить экстракционный потенциал растительного организма или роль корней в иммобилизации металлов [205]. С помощью КТЛ, растения классифицируются как аккумуляторы (КТЛ > 1) или эксклюдеры (КТЛ < 1) [227].

Результаты текущего исследования показали уменьшение миграции Pb, а также других ТМЭ: Zn, Cu, Sr, Mn в системе “почва-корни-НЗБ” как для систем ПР, так и для систем ПРM, что указывает на их преимущественное накопление в корневых системах. Более того, рассчитанные значения КБК составляют <1 для всех случаев, что указывает на то, что M. × giganteus накапливал ТМЭ в основном в корневых системах. Однако некоторые ТМЭ были обнаружены в лимитированных (следовых) концентрациях в НЗБ, что может быть связано с важностью этих элементов в развитии растения. Более очевидно, что регулирование поступления ТМЭ в растение с помощью микроорганизмов является основной стратегией преодоления экологических последствий загрязнения почвы [154]. M. × giganteus не продемонстрировал гипераккумуляции ТМЭ, тогда как в исследовании Garcia et al. [228] трава Piptatherum miliaceum показала гипераккумуляцию Pb и Zn. Результаты данного исследования показали, что введение штамма B. altitudinis KP-14 в систему «почва-растение» увеличивало подвижность ТМЭ и усиливало их поглощение независимо от природы, однако не приводило к гипераккумуляции. Нисходящую последовательность ТМЭ, связанную с увеличением КБК при инокуляции корневищ, можно представить следующим образом: Cu, Pb > Sr > Zn > Mn. Несмотря на увеличение значений КБК в присутствии микробов, процент поглощения ТМЭ оставался низким. Наименьшая разница в значениях КБК наблюдалась для Mn; следовательно, его накопление было почти одинаковым в обеих системах (ПР и ПРM). Это указывает на потребность Mn в качестве питательного вещества во время M. × giganteus.

Значение КТЛ отражает способность ТМЭ мигрировать от корней растения к НЗБ. Внесение микроорганизма в почву уменьшило перемещение ТМЭ из корневой системы в листья и стебли. Наибольшее снижение было отмечено для Sr (на 72%), а наименьшее снижение наблюдалось для Zn (на 47%). Ряд в уменьшении миграции ТМЭ из-за инокуляции микробом может быть представлен следующим образом: Sr > Cu > Mn > Pb > Zn. В системах ПРМ миграция Mn и Sr обратно коррелировала с увеличением концентрации Pb в почве.

Анализируя данные о поведении Zn в системах ПР и ПРM, можно сделать вывод, что M. × giganteus предпочтительно накапливал Zn в корнях. Кроме того, с увеличением концентрации Pb в почве количество Zn в листьях и стеблях увеличилось с 13% до 20% от общего количества для неинокулированного растения. В присутствии микроорганизмов количество Zn в листьях и стеблях при различных концентрациях Pb в почве увеличилось с 16% до 22%, в то время как количество Zn в корнях в той же системе уменьшилось на 25.4% с увеличением содержания Pb в корнях. Аналогичная тенденция была отмечена Han et al. [229], когда саженец Iris halophila выращивали в хвостохранилищах рудника Pb с фоновыми концентрациями Zn и Cu в присутствии EDTA. Результаты показали, что увеличение концентрации Pb в почве привело к снижению концентрации Zn и Cu в корнях.

В системах ПР, в которых наблюдается увеличение концентрации Pb в почве, M. × giganteus накапливает Cu в стеблях. И наоборот, в системах ПРM, которые характеризуются увеличением концентрации Pb в почве, количество Cu, накопленного в стеблях, оставалось почти постоянным (2%, 8% и 4%). Микроорганизм усиливал поглощение и потенциал фитостабилизации M. × giganteus Cu с увеличением концентрации Pb в почве. В системе ПРM1 увеличение составляет 60% (р <0.001) и 58% (р <0.001), в системе ПРM2 увеличение составляет 238% (р <0.001) и 295% (р <0.001), а в системе ПРM3 увеличение составляет 136% (р <0.001) и 161% (р <0.001), соответственно. Что касается Mn, то примерно 66-86% от общего количества Mn, представленного в тканях растений, находилось в листьях и стеблях. Инокуляция штаммом B. altitudinis KP-14 усиливала общее поглощение Mn, но с увеличением концентрации Pb в почве этот эффект снижался (с 62% до 26% (р < 0.05)). Присутствие микроорганизмов способствовало уменьшению накопления Mn в листьях и стеблях (с 64% до 52%). Следовательно, можно сделать вывод, что штамм B. altitudinis KP-14 сыграл существенную роль в равномерном распределении Mn в биомассе M. × giganteus. Существенное поглощение Mn из корней в НЗБ растительного организма может быть связано с тем фактом, что Mn является необходимым биологически активным элементом для развития растений. Mn наряду с Cu и Zn участвует в каталитическом усилении биохимических процессов. В нашем случае значение КТЛ для Mn было выше 1, в то же время в системе ПРM значение этого параметра уменьшилось, что свидетельствовало о том, что бактеризация KP-14 способствовала общему снижению этого коэффициента. Более того, эффект фитостабилизации выше для системы ПРM.

Сравнивая данные текущего исследования по поглощению ТМЭ M. × giganteus с опубликованными результатами [112], можно сделать вывод, что поведение ТМЭ аналогично для обеих исследовательских систем, тем не менее, концентрации исходных ТМЭ в почвах были разными. Это сравнение подтвердило, что M. × giganteus, выращенный на почве, загрязненной ТМЭ, показал доминирующий эффект фитостабилизации.

Поглощение и накопление Sr отличаются от других исследованных ТМЭ. Точнее, в системах ПР M. × giganteus содержал Sr в равных количествах в надземной и корневой биомассе, а накопление Sr в листьях и стеблях составляло от 50% до 69% от его общего содержания. Кроме того, бактеризация повысила потенциал фитостабилизации M. × giganteus, при этом Sr снизил его накопление в листьях и стеблях с 46% до 27% от его общего содержания в биомассе.

В последнее время использование PGPB (Pseudomonas, Bacillus и других) является перспективным подходом для смягчения последствий толерантности к ТМЭ [161,162]. Толерантность к фитотоксичности ТМЭ включает в себя некоторые стандартные механизмы, такие как превращение металлов в биодоступную и растворимую форму или производство сидерофоров. PGPB может изменять способность к накоплению ТМЭ и трансмиграции в растении благодаря их многочисленным свойствам PGP, тем самым уменьшая фитотоксичность элементов и изменяя фитодоступность в загрязненных почвах [230]. Кроме того, PGPB обладает потенциалом производства органических кислот (сопровождающихся снижением рН) и специфических лигандов ТМЭ (например, сидерофоров), что может привести к улучшению потенциала фитоэкстракции элементов растениями [161,231].

Ipek et al. [232] изучали влияние PGPB на усвоение ТМЭ растениями земляники, растущими на известковой почве с дефицитом Mn, Zn и Cu. Было замечено, что PGPB усиливает поглощение исследуемых элементов за счет снижения рН почвы, и последовательность поглощения была следующей: Mn > Zn > Cu. Аналогичный вывод был подтвержден Gullap et al. [233] при применении штамма PGPB Bacillus megaterium var. Phosphaticum, наблюдалось увеличение доступности Mn и Cu в почвах и поглощение луговыми растениями. В случае Mn поглощение было примерно в 4 раза выше, чем для Cu во время осенней и весенней вегетации. Используя значения КБК, в данном исследовании была обнаружена следующая последовательность влияния бактеризации корневища M. × giganteus на увеличение поглощения ТМЭ из исходной почвы: Mn (на 103%) > Zn (на 65%) > Sr, Pb (на 50%) > Cu (на 40%).

Zn является важным микроэлементом для растений и играет жизненно важную роль в метаболизме растений. Концентрация этого элемента в естественной почве варьировалась в пределах 17-160 мг кг-1. Однако при более высоких концентрациях Zn проявляет токсическое действие, препятствуя росту растений, балансу питательных веществ и фотосинтезу [234]. Высокое накопление Zn наблюдалось у M. × giganteus, культивируемого в почве, загрязненной ТМЭ, что было вызвано дефицитом макроэлементов почвы, низким рН и отсутствием ключевых компонентов для фотосинтеза. Влияние бактеризации растений на поведение Zn отличалось от других ТМЭ. Kang et al. [235] обнаружили, что поглощение Zn неинокулированными растениями Brassica rapa было выше по сравнению с растениями инокулированными PGPB Burkhoderi cepacia CS21: бактеризованные растения накапливали на 22% меньше Zn. В исследовании Ma et al. [160] использование бактерий Psychrobacter sp. SRS8 и Pseudomonas sp. A3R3, выделенных из серпентиновой почвы, привело к значительному влиянию на рост растений Brassica juncea и Ricinus communis, а также транслокацию и накопление Ni, Zn и Fe. Они сообщили о значительном снижении значений КТЛ Zn у обоих инокулированных видов растений. В данном исследовании была обнаружена аналогичная тенденция для значения КТЛ Zn (на 47% меньше в бактеризованном растений). Порядок убывания значений КТЛ для исследуемых ТМЭ аналогичен результатам, полученным другими авторами. Babu et al. [161] исследовали потенциальную роль PGPB Pseudomonas koreensis AGB-1 в ассоциации с M. sinensis и обнаружили, что транслокация Pb в НЗБ растения была выше, чем у Zn в растениях, обработанных PGPB. Аналогичным образом, Hassan et al. [156] сообщили о снижении КТЛ для различных ТМЭ, когда PGPB применяли к пшенице, растущей на загрязненной ТМЭ солончаковой почве. Когда совместную инокуляцию PGPB сочетали с обработкой биоудобрениями, было получено дополнительное снижение поглощения Pb на 40% в сравнении с только инокуляцией. Инокуляция Pseudomonas moraviensis снизила КБК, а также КТЛ для Cu, Mn и Ni. В нашем исследовании бактеризация M. × giganteus с помощью B. altitudinis KP-14 снизил КТЛ в случае Mn, Sr, Pb, и эта тенденция наблюдается как для исходной почвы, так и для почв, искусственно загрязненных Pb. В случае Zn и Cu бактеризация в некоторой степени увеличила КТЛ в исходной почве и уменьшила для искусственно загрязненных почв с обеими концентрациями Pb (ПРМ2 и ПРМ3) Аналогичная картина наблюдалась для Mn и Sr в исследовании Hassan et al. [156].

Заключение
Применение штамма PGPB B. altitudinis KP-14 значительно улучшило биопараметры M. × giganteus, культивируемого на почве, загрязненной ТМЭ, и повлияло на фиторемедиационный потенциал растения: увеличило КБК и уменьшило КТЛ. Биомасса корней M. × giganteus увеличивалась с увеличением концентрации Pb, данный факт может объясняться формой внесения свинца (Pb(NO3)2) в почву при искусственном загрязнении: стимулирующий эффект повышения ростовых параметров M. × giganteus связан с повышением концентрации нитратного азота в почве. Внесение штамма В. altitudinis KP-14 в систему «почва-растение» в некоторой степени увеличило подвижность ТМЭ в почве, однако процесс фиторемедиации все еще можно охарактеризовать как фитостабилизацию. Что касается приоритетных тканей накопления, ТМЭ были разделены на три группы: Pb, Zn и Cu преимущественно накапливались в корнях; Sr распределялся равномерно по частям растения, а Mn преимущественно накапливался в листьях и стеблях, что объяснялось необходимостью этого элемента для развития растения. Дальнейшие исследования будут сосредоточены на полевых испытаниях штамма PGPB, применяемого к M. × giganteus для фиторемедиации почв, загрязненных ТМЭ.

3.5 Каскадная утилизация биомассы M. × giganteus с помощью пиролиза с последующим производством биочара
Чтобы определить качество БМ, обычно анализируются следующие термохимические параметры: фиксированный углерод (FC), летучие вещества (VM) и зольность (A). Согласно Wilk и Magdziarz [176], содержание летучих веществ непосредственно влияло на процессы горения, приводя к выбросам. Мискантус имеет довольно высокое содержание летучих веществ (если пиролиз проводится при 272℃, VM достигает 62.9% [172]), что может негативно повлиять на процесс прямого сжигания, снижая энергоэффективность с образованием вредных выбросов. Содержание летучих веществ также может влиять на рост растений, препятствуя росту корней [177].

Другие физико-химические параметры, определяющие качество биочара и его воздействие на почву, включают следующие параметры: SBET, pH и атомные соотношения кислорода к углероду (O/C) и водорода к углероду (H/C). Температура пиролиза, используемая при производстве БМ, может привести к постепенной потере водорода и кислорода и обогащению углеродом по сравнению со свежей биомассой [172]. рН биочара может влиять на доступность питательных веществ для почвенных микробов и растений. Термохимические и физико-химические свойства биочара являются важными параметрами для прогнозирования воздействия биочара на свойства почвы и рост растений [172,184].

Пиролиз БМ приводит к потере около 80% VM. Содержание золы в БМ значительно снижается с повышением температуры. Аналогичная тенденция наблюдалась и для фиксированного углерода: его содержание в БМ увеличивается с повышением температуры [172,184].

SBET БМ увеличивается с повышением температуры (Таблица 4); однако после достижения температуры 600°C дальнейшее повышение температуры снизило этот параметр. Пористость БМ является еще одним важным параметром для внесения изменений в почву, влияющим на ее свойства. Высокая внутренняя поверхность и пористость БМ делают материал более эффективным для удаления загрязняющих веществ из почвы, поскольку это увеличивает способность биочара к адсорбции органических соединений и ТМЭ. Объемы пор БМ увеличивались с повышением температуры пиролиза: когда БМ производили при 300°C, объем пор был равен 0.0023 см3 г-1 [183], в то время как температура пиролиза 750°C приводила к объему пор, равному 0.19 см3 г-1 [186].
Элементный анализ биочара определялся методом динамического сжигания во время вспышки с использованием калориметра Paar, сухого сжигания и анализатора элементов, который использует только кислород в горелке, обеспечивая таким образом полное сгорание и извлечение интересующих элементов.

рН БМ увеличивается с повышением температуры пиролиза. Компоненты углеводов и лигнина исчезают с повышением температуры, что также относится к характерным полосам поглощения целлюлозы и гемицеллюлозы. Атомные соотношения O/C и H/C уменьшаются с повышением температуры пиролиза. Содержание углерода влияет на горючие характеристики биочара, и эта характеристика увеличивается с повышением температуры пиролиза. Содержание азота также имеет тенденцию увеличиваться с повышением температуры пиролиза, содержание кислорода и водорода уменьшается с повышением температуры пиролиза [163].

Первым этапом производства биочара является балансировка (Рисунок 20а). БМ, полученный из контаминированных корневищ, имеет самый высокий выход биочара, равный 33.6%. Наибольшее выделение конденсата наблюдалось при производстве биочара из соломы Мискантуса (63.0%), однако при его переработке также наблюдалось наименьшее количество сингаза (6.7%).
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Рисунок 20 – Детали производства БМ с использованием пиролиза. а) баланс;
б) изменения HHV в сингазе 

Еще одним важным моментом является то, что конденсаты содержат огромное количество воды - около 38.6-41.4%. Среднее значение HHV конденсатов составляло 0.15 МДж кг-1. Состав синтез-газа представлен в таблице 13. Наибольшее значение водорода было обнаружено в случае получения биочара из загрязненных корневищ. Выделение водорода было в 8.1 раза выше в сравнении со значением при переработке соломы и чистых корневищ. По всем параметрам, показанным в таблице 13, только диоксид углерода был меньше в сингазе, выделяющемся при производстве биочара из загрязненных корневищ.

Сингаз, выделяющийся при производстве биочара из соломы Мискантуса, состоял на 68% из диоксида углерода, 29% оксида углерода, 1% метана и 2% смеси углеводородов и Н2. В случае производства биочара из корневищ содержание метана, водорода и углеводородов увеличилось до 5%, 2% и 2%, соответственно. В сингазе, полученном при переработке загрязненных корневищ в биочар, вышеуказанные три соединения увеличились на 8%, 4% и 3%.

Таблица 13 – Состав сингаза
	Соединение, vol.%
	Солома
	Корневища
	Загрязненные корневища

	H2
	0.45
	1.60
	3.69

	CO
	29.17
	29.19
	30.72

	CO2
	67.84
	62.17
	55.21

	CH4
	1.95
	5.34
	7.86

	C2H4
	0.18
	0.38
	0.45

	C2H6
	0.27
	0.86
	1.39

	C3H6
	0.05
	0.18
	0.25

	C3H8
	0.08
	0.29
	0.42


В сравнении с литературными данными, произведенные биочары имеют более высокие значения термохимических и физико-химических параметров (Таблица 14). Например, содержание VM в БМ, полученном из загрязненных корневищ, составило 24.0 ± 0.4, что значительно выше (по крайней мере, в 2 раза), чем в БМ, полученном из листьев [172]. Использование загрязненных корневищ M. × giganteus для производства биочаров обладающих достаточно высоким SBET (до 300 м2 г-1), что приводит к лучшей сорбционной способности и, следовательно, поглощению загрязняющих веществ, является перспективным.

Еще одно направление использования биочара, имеющее потенциал, является улучшение качества почвы. Когда в почву добавляли БМ, это приводило к увеличению рН почвы, общего содержания углерода и содержания питательных веществ (K, Mg и P). Кроме того, сообщалось о снижении общих концентраций некоторых ТМЭ (Al, Pb и Zn) [178,236]. Luo et al. [236] сообщили, что внесение БМ, произведенных при разных температурах (350 и 700°C), увеличивало рН почвы и содержание Ca (БМ, полученный при 700°C). Извлекаемость ТМЭ снизилась в биочаре, полученном при более высоких температурах пиролиза, в то время как общее содержание C и N в измененной почве оставались одинаковыми для обоих биочаров. рН почвы и содержание питательных веществ увеличивались по мере увеличения дозы внесения БМ [178,183]. Извлекаемость ТМЭ снижалась по мере увеличения дозы внесения БМ [178];в то же время содержание питательных веществ в почве увеличивалось [178].
Анализ основных свойств биочара показал, что полученные типы биочара полностью соответствуют критериям (SBET, зольность, летучие вещества и выход), необходимым для улучшения качества почвы и фиторемедиации маргинальных и загрязненных почв. Однако это только первое звено в цикле «zero-waste». Следующим шагом является повторное введение полученного биочара в цикл, чтобы замкнуть круг и создать безотходную технологию утилизации загрязненной биомассы (Рисунок 21).
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Рисунок 21 – Цикл «zero-waste» каскадной утилизации биомассы M. × giganteus
Таблица 14 – Сравнение основных свойств при производстве биочара
	Параметр
	Литературные данные
	Данные исследования

	Сырье
	Солома
	Солома
	Корневища
	Загрязненные корневища

	t, ℃
	590 
	600 
	628 
	682 
	500-750 
	600

	Время, мин
	-
	60
	-
	-
	-
	120

	N, %
	0.5
	0.55
	0.6
	0.6
	0.6
	1.4 ± 0.11
	2.0 ± 0.26
	1.3 ± 0.02

	C, %
	77.3
	85.1
	75.6
	75.6
	80
	67.4 ± 1.0
	80.0 ± 0.9
	64.6 ± 2.6

	H, %
	2.2
	0.55
	1.5
	1.5
	1.2
	2.31 ± 0.36
	2.2 ± 0.2
	3.3 ± 0.4

	O, %
	6.8
	-
	5
	5
	6.6
	6.7
	6.8
	7.3

	pH (H2O)
	10
	-
	-
	10.3
	-
	8.8
	9.3
	-

	VM, %
	11.1
	-
	6.4
	6.4
	7.4
	20.3 ± 1.0
	14.4 ± 1.1
	24.0 ± 0.4

	FC, %
	75.1
	-
	77.7
	77.7
	81.1
	57.3 ± 3.0
	76.5 ± 1.1
	52.2 ± 0.7

	Выход, %
	32
	19.8-20.2
	
	31
	-
	30.4
	29.7
	33.6

	H/C
	0.03*
	0.01*
	0.24
	0.02*
	0.18
	0.03
	0.03
	0.05

	O/C
	0.09*
	-
	0.05
	0.07*
	0.06
	0.10
	0.09
	0.11

	SBET, m2 g-1
	183
	51
	-
	62
	-
	300
	133
	71.1

	A, %
	13.7
	-
	15.9
	15.9
	11.5
	19.7 ± 2.2
	6.9 ± 0.1
	18.2 ± 0.3

	V, mm3liq g-1
	-
	-
	-
	-
	-
	155
	77
	-

	Источники
	[172]
	[184]
	[237]
	[172]
	[237]
	Ostrava (VSB – TUO)


На текущем этапе полученные биочары уже тестируются на потенциал улучшения качества почвы, ее композиционного состава и фиторемедиационного потенциала M. × giganteus по отношению к искусственно загрязненной почве. (Cu и Zn с концентрациями 100 и 300 мг кг-1).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Фиторемедиация — это многообещающая технология, которая с каждым годом набирает популярность для восстановления и очистки матриц окружающей среды, загрязненных ксенобиотиками различного происхождения. По сравнению с традиционными методами физической и химической очистки и восстановления, фиторемедиация имеет ряд преимуществ – технология является экологически чистой, экономически эффективной и применимой к широкому спектру загрязняющих веществ. Ключевым компонентом успешной фиторемедиации является правильный выбор растения в зависимости от типа загрязнения. Существует 6 подтипов фиторемедиации, применение которых основано на целевых объектах, то есть на происхождении загрязняющих веществ. Например, фитоэкстракция, ризофильтрация и фитостабилизация обычно используются для восстановления экологических масс, содержащих токсичные микроэлементы. Фито- и ризодеградация и фитоволотилизация используются для восстановления почв, загрязненных органическими загрязнителями. В настоящее время совместно с фиторемедиацией используются другие методы восстановления окружающей среды для снижения фитотоксичности, увеличения или уменьшения поглощения загрязняющих веществ и повышения продуктивности биомассы энергетических культур. Для оптимизации технологии фиторемедиации используются органические и неорганические добавки, такие как низкомолекулярные соединения, поверхностно-активные вещества, материалы, богатые углеродом, наночастицы, микроорганизмы и т.д. Однако, в дополнение к вопросам улучшения фиторемедиационного потенциала энергетических культур, существует также проблема утилизации восстановленной загрязненной биомассы, которая имеет многообещающую энергетическую ценность. Все эти вопросы исследуются в данной диссертации.

В результате проведенных исследований можно сделать следующие выводы:

1. Почва вокруг бывшего склада устаревших пестицидов загрязнена 24 наименованиями ХОП, включая 15 СОЗ-пестицидов (альдрин, хлордан, 2,.4-ДДД, 4.4-ДДД, 4.4-ДДЭ, 4.4-ДДТ, дикофол, дильдрин, эндрин, эндосульфан α и β, ГХБ, α-, β- и γ-ГХЦГ и гептахлор) в концентрациях, превышающих ПДК до 1000 раз, которые представляют угрозу для окружающей среды и здоровья человека.
2. M. sinensis толерантен к сильному загрязнению почвы (145 мг кг-1) многочисленными ХОП, в отличие от M. × giganteus. Индекс толерантности растения, равный 0.99, подтверждает вышеуказанное утверждение. Высота растений и сухая масса надземной биомассы уменьшились на 5% и 23%, в то время как длина и сухая масса корней увеличились на 16% и 11%, соответственно. Было обнаружено, что ХОП влияют на содержание пигментов хлорофилла: Chla снизился на 30%, Chlb – на 37%, а каротиноиды – на 29%.
3. M. sinensis способен поглощать ХОП из загрязненной почвы и гипераккумулировать дикофол, хлордан, дильдрин, эндосульфан сульфат, β-ГХЦГ и ГХБ с КБК 66.8, 35.9, 21.1, 21.7, 6.6 и 28.7, соответственно. Энергетическая культура обладает потенциалом биоконцентрации 4.4-ДДЭ, 4.4-ДДТ, метоксихлора, 𝛾-ГХЦГ, альдрина, гептахлора, эндосульфана β, эндрин альдегида и гексабромбензена с КБК, превышающими 1 и равными 2.1, 1.5, 3.9, 1.1, 1.6, 2.7, 2.6, 1.2 и 2.1, соответственно; фитостабилизации 4.4-ДДЭ, дикофола и хлордана с КТЛ равными 0.49, 0.07 и 0.47, соответственно; и фитоэкстракции β-ГХЦГ, 𝛾-ГХЦГ и гептахлора с КТЛ выше 1 и равными 4.04, 84 и 2.01, соответственно. 4.4-ДДТ, метоксихлор, альдрин, дильдрин, эндосульфан β, эндосульфан сульфат и эндрин альдегид равномерно распределены внутри растения (КТЛ ~ 1). Корреляционный анализ подтвердил, что поглощение ХОП из почвы зависит от их гидрофобности: чем выше гидрофобность, тем ниже накопление в тканях растений. Было обнаружено, что M. sinensis, произраставший на загрязненной почве, отобранной вокруг бывшего склада пестицидов, развил механизм физиологической устойчивости во время адаптации к ХОП, то есть накопление и перемещение ХОП в системе “почва – корень – НЗБ” с использованием механизмов фитостабилизации и фитоэкстракции. M. sinensis может быть использован для восстановления почв, загрязненных ХОП.

4. Оптимизация условий выращивания M. sinensis в почве, загрязненной ХОП, показала, что внесение Tween 20 увеличивает высоту растений и длину корней на 16.6% и 20.8%, соответственно; увеличивает накопление и обеспечивает фитостабилизирующий эффект в отношении альдрина, хлордана, дильдрина, эндосульфана β, эндосульфан сульфата, эндрин альдегида, гептахлора, гексабромбензена, метоксихлора, 4.4-ДДТ, и 4.4-ДДЭ, увеличивая их поглощение и снижая их транслокацию в НЗБ в 2.2 и 10.4, 1.4 и 6.0, 2.2 и 11.3, 1.8 и 6.1, 2.5 и 8.2, 2.3 и 10.1, 1.3 и 8.5, 1.3 и 16.0, 1.2 и 13.6, 2.1 и 17.5, 1.6 и 3.9 раза, соответственно; снижает поглощение ГХБ, β-ГХЦГ, γ-ГХЦГ и дикофола в 2.7, 1.3, 23.1 и 3.7 раза, соответственно, снижая миграцию ГХБ, β-ГХЦГ и γ-ГХЦГ в НЗБ в 7.1, 12.6 и 278 раз, соответственно, и увеличивая ее для дикофола в 2.2 раза. Таким образом, применение Tween 20 повышает эффективность поглощения и фитостабилизации ХОП.
Внесение АУ в почву, загрязненную ХОП, отрицательно сказалось на сухом весе и длине корней и существенно снижало поглощение альдрина, хлордана, дильдрина, эндосульфана β, эндосульфан сульфата, эндрин альдегида, ГХБ, гептахлора, гексабромбензена, метоксихлора, β-ГХЦГ, γ-ГХЦГ, и 4.4-ДДТ в 1.6, 3.0, 1.6, 1.1, 1.4, 1.5, 3.0, 1.4, 2.0, 1.5, 2.4, 23.1 и 1.4 раза, соответственно; усиливало фитостабилизацию (от 1.9 до 115 раз) всех ХОП, кроме хлордана, чья миграция в НЗБ M. sinensis увеличилась в 1.8 раза, а также альдрина и хлоробензилата, их транслокация внутри растения не подверглась влиянию АУ. Таким образом, АУ может быть эффективно использован для выращивания M. sinensis на загрязненных ХОП почвах в целях производства относительно чистой биомассы для преобразования в биопродукты.

5. M. × giganteus толерантен (ИТ = 2.0) к высоким концентрациям V (в 11.7 раза выше ПДК), Sr (59.8×ПДК), Cr (2.7×ПДК), Ni (2.1×ПДК) и в особенности Pb (4.6× и 33.9×ПДК), который был наиболее биодоступным из-за искусственного загрязнения почвы, следовательно, отсутствия процесса старения почвы. Энергетическая культура, способная поглощать ТМЭ из загрязненной почвы: M. × giganteus может биоконцентрировать и фитоэкстрагировать Mn с КБК для НЗБ и корней равным 1.2-1.6 и 0.5-0.7, соответственно; с увеличением концентрации Pb в почве накопление Mn в НЗБ и корнях уменьшилось на 25.6% и 31.8%, соответственно. M. × giganteus не обладает потенциалом биоконцентрации (КБК < 1, даже < 0.1, за исключением Zn) четырех оставшихся ТМЭ, а именно Cu, Zn, Sr и Pb, в условиях множественного загрязнения ТМЭ. Более того, M. × giganteus не способен поглощать и накапливать V, Cr и Ni при множественном загрязнении почвы ТМЭ.
6. Оптимизация условий выращивания M. × giganteus в почве, загрязненной ТМЭ, показала, что инокуляция корневищ PGPB B. altitudinis KP-14 улучшает физиологические параметры, такие как высота и сухая масса листьев, стеблей и корней на 28.2%, 49.1%, 85.9% и 76.0%, соответственно; обеспечивает фитостабилизирующий эффект в отношении Cu, Sr и Pb, увеличивая их поглощение на 30.6%, 30.3% и 39.7%, соответственно.
7. Загрязненная биомасса M. × giganteus может быть использована для производства биочара с целью достижения “zero-waste” технологии в фиторемедиации. Средний выход биочара, полученного либо из соломы Мискантуса, либо из корневищ, составляет 31.2%. Биочар обладает хорошими термохимическими и физико-химическими свойствами, которые можно применять в процессе улучшения качества почвы и фиторемедиации: загрязненная биомасса может быть преобразована в биочар для содействия фиторемедиации.
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ПРИЛОЖЕНИЕ А
Таблица А.1 - Концентрация пигментов хлорофилла в листьях M. sinensis

	Вариант опыта
	Chla, мг Л-1
	Chlb, мг Л-1
	Car, мг Л-1

	Контроль
	19.30
	3.92
	8.07

	Загрязненная почва (ЗП)
	17.45
	3.23
	7.50

	ЗП + Tween 20
	10.45
	1.59
	5.07

	ЗП + AУ
	21.36
	3.80
	8.77

	
	Chla+b, мг Л-1
	Chla/b, мг Л-1
	Chla+b/Car, мг Л-1

	Контроль
	22.68
	4.92
	2.81

	Загрязненная почва (ЗП)
	20.19
	5.41
	2.69

	ЗП + Tween 20
	11.75
	6.59
	2.32

	ЗП + AУ
	24.57
	5.62
	2.80


Таблица А.2 – Концентрация ХОП, аккумулированных в тканях M. sinensis. Разные буквы в пределах одного ХОП указывают на наличие статистически достоверной разницы
	ХОП
	Часть растения
	Загрязненная почва, мкг кг-1
	ЗП + Tween 20, мкг кг-1
	ЗП + АУ,

мкг кг-1
	p-value

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	2.4-ДДД
	НЗБ
	3 477 ± 380 d
	1 388 ± 57.0 e
	1 360 ± 68.8 e
	<0.001

	
	Корни
	5 000 ± 333 c
	14 630 ± 975 a
	6 957 ± 464 b
	

	4.4-ДДД
	НЗБ
	7 489 ± 938 b
	2 905 ± 27.8 c
	2 502 ± 127 c
	<0.001

	
	Корни
	6 447 ± 430 b
	30 052 ± 2 003 a
	6 431 ± 429 b
	

	4.4-ДДЭ
	НЗБ
	793 ± 73.0 d
	437 ± 2.25 e
	429 ± 10.4 e
	<0.001

	
	Корни
	1 611 ± 107 c
	3477 ± 232 a
	2 333 ± 156 b
	

	4.4-ДДТ
	НЗБ
	14 991 ± 1529 b
	3 627 ± 279 c
	6 072 ± 171 c
	<0.001

	
	Корни
	12 721 ± 848 b
	53 754 ± 3 584 a
	13 430 ± 895 b
	

	α-ГХЦГ
	НЗБ
	10.7 ± 3.55 c
	13.5 ± 2.77 bc
	20.6 ± 5.20 ab
	<0.01

	
	Корни
	10.1 ± 0.67 c
	ND
	24.4 ± 1.63 a
	

	β-ГХЦГ
	НЗБ
	167 ± 29.0 a
	38.6 ± 0.29 c
	51 ± 1.47 c
	<0.001

	
	Корни
	41.3 ± 2.75 c
	120 ± 8.02 b
	37.1 ± 2.47 c
	

	γ-ГХЦГ
	НЗБ
	521 ± 72.4 a
	5.3 ± 0.0 b
	9.6 ± 1.80 b
	<0.001

	
	Корни
	6.20 ± 0.41 b
	17.5 ± 1.17 b
	13.2 ± 0.88 b
	

	δ-ГХЦГ
	НЗБ
	35.4 ± 5.90 ab
	9.75 ± 1.27 c
	13.1 ± 0.65 c
	<0.001

	
	Корни
	7.90 ± 0.53 c
	39.2 ± 2.61 a
	29.2 ± 1.95 b
	

	Альдрин
	НЗБ
	376 ± 35.2 b
	161 ± 8.04 d
	233 ± 19.1 cd
	<0.001

	
	Корни
	291 ± 19.4 bc
	1 295 ± 86.3 a
	194 ± 12.9 cd
	

	Гексабром-бензен
	НЗБ
	418 ± 56.3 b
	75.5 ± 18.0 d
	27.7 ± 0.03 d
	<0.001

	
	Корни
	280 ± 18.7 c
	810 ± 54.0 a
	324 ± 21.6 bc
	

	Гептахлор
	НЗБ
	584 ± 51.8 b
	219 ± 11.0 c
	308 ± 31.4 c
	<0.001

	
	Корни
	291 ± 19.4 c
	928 ± 61.9 a
	318 ± 21.2 c
	

	Гептахлор эпоксид
	НЗБ
	615 ± 47.4 c
	241 ± 26.6 e
	368 ± 29.8 de
	<0.001

	
	Корни
	488 ± 32.6 cd
	2 058 ± 137 a
	959 ± 63.9 b
	

	

	Продолжение Таблицы А.2

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	ГХБ
	НЗБ
	135 ± 34.7 a
	25.2 ± 1.90 b
	33.7 ± 2.98 b
	<0.001

	
	Корни
	25.6 ± 1.71 b
	33.7 ± 2.25 b
	20.8 ± 1.39 b
	

	Дибутил хлорэндат
	НЗБ
	227 ± 53.1 b
	25.1 ± 13.4 c
	16.8 ± 4.74 c
	<0.001

	
	Корни
	183 ± 12.2 b
	887 ± 59.2 a
	216 ± 14.4 b
	

	Дикофол (Кельтан)
	НЗБ
	172 ± 15.8 d
	94.3 ± 2.45 d
	93.3 ± 3.31 d
	<0.001

	
	Корни
	2 296 ± 153 b
	570.6 ± 38.0 c
	3 491 ± 233 a
	

	Дильдрин
	НЗБ
	2 810 ± 320 b
	1 086 ± 49.8 c
	1 227 ± 49.1 c
	<0.001

	
	Корни
	2 399 ± 160 b
	10 514 ± 701 a
	1 954 ± 130 bc
	

	Метоксихлор
	НЗБ
	1 697 ± 138 b
	299 ± 18.0 c
	498 ± 27.7 c
	<0.001

	
	Корни
	1 454 ± 96.9 b
	3 491 ± 233 a
	1 627 ± 108 b
	

	Хлоробензилат
	НЗБ
	1 097 ± 116 b
	265 ± 0.08 c
	391 ± 19.8 c
	<0.001

	
	Корни
	1 088 ± 72.5 b
	3 329 ± 227 a
	379 ± 25.3 c
	

	Хлордан
	НЗБ
	813 ± 112 c
	262 ± 12.5 d
	395 ± 10.8 d
	<0.001

	
	Корни
	1 727 ± 115 b
	3 324 ± 222 a
	456 ± 30.4 d
	

	Эндосульфан α
	НЗБ
	2 471 ± 231 d
	1 637 ± 175 de
	1 232 ± 20.8 e
	<0.001

	
	Корни
	5 968 ± 398 c
	10 510 ± 701 a
	9 008 ± 601 b
	

	Эндосульфан β
	НЗБ
	496 ± 54.4 c
	233 ± 7.76 d
	166 ± 8.76 d
	<0.001

	
	Корни
	663 ± 44.2 c
	1 898 ± 127 a
	864 ± 57.6 b
	

	Эндосульфан сульфат
	НЗБ
	2 573 ± 295 b
	1 081 ± 127 c
	758 ± 17.0 c
	<0.001

	
	Корни
	2 144 ± 143 b
	10 655 ± 710 a
	2 587 ± 172 b
	

	Эндрин
	НЗБ
	6 121 ± 550 b
	2 884 ± 201 c
	2 651 ± 112 c
	<0.001

	
	Корни
	5 251 ± 350 b
	22 180 ± 1 479 a
	4 287 ± 286 bc
	

	Эндрин альдегид
	НЗБ
	1 324 ± 152 b
	577 ± 56.1 c
	418 ± 21.4 c
	<0.001

	
	Корни
	1 197 ± 79.8 b
	5 291 ± 353 a
	1 255 ± 83.7 b
	


Таблица А.3 - Индекс поглощения (ИП) ХОП, аккумулированных в тканях M. sinensis (ЗП – загрязненная почва), рассчитанный на одно растение

	ХОП
	НЗБ, мкг
	Корневая система, мкг
	Всего, мкг

	
	ЗП
	T20
	AУ
	ЗП
	T20
	AУ
	ЗП
	T20
	AУ

	2.4-ДДД
	20.2
	7.63
	8.43
	29.0
	30.7
	20.2
	49.2
	38.3
	28.6

	4.4-ДДД
	43.4
	16.0
	15.5
	37.4
	63.1
	18.7
	80.8
	79.1
	34.2

	4.4-ДДЭ
	4.60
	2.40
	2.66
	9.35
	7.30
	6.77
	14.0
	9.70
	9.43

	4.4-ДДТ
	86.9
	19.9
	37.6
	73.8
	112.9
	38.9
	161
	133
	76.5

	α-ГХЦГ
	0.06
	0.07
	0.13
	0.06
	-
	0.07
	0.12
	0.07
	0.20

	β-ГХЦГ
	0.97
	0.21
	0.32
	0.24
	0.25
	0.11
	1.21
	0.46
	0.43

	γ-ГХЦГ
	3.02
	0.03
	0.06
	0.04
	0.04
	0.04
	3.06
	0.07
	0.10

	δ-ГХЦГ
	0.21
	0.05
	0.08
	0.05
	0.08
	0.08
	0.26
	0.13
	0.16

	Альдрин
	2.18
	0.89
	1.44
	1.69
	2.72
	0.56
	3.87
	3.61
	2.00

	Гексабромбензен
	2.43
	0.42
	0.17
	1.63
	1.70
	0.94
	4.06
	2.12
	1.11

	Гептахлор
	3.39
	1.20
	1.91
	1.69
	1.95
	0.92
	5.08
	3.15
	2.83

	Гептахлор эпоксид
	3.56
	1.33
	2.28
	2.83
	4.32
	2.78
	6.39
	5.65
	5.06

	ГХБ
	0.78
	0.14
	0.21
	0.15
	0.07
	0.06
	0.93
	0.21
	0.27

	Дибутил хлорэндат
	1.32
	0.14
	0.10
	1.06
	1.86
	0.63
	2.38
	2.00
	0.73

	Дикофол (Кельтан)
	1.00
	0.52
	0.58
	13.3
	1.20
	10.1
	14.3
	1.72
	10.7

	Дильдрин
	16.3
	5.97
	7.61
	13.9
	22.1
	5.67
	30.2
	28.1
	13.3

	Метоксихлор
	9.84
	1.65
	3.09
	8.43
	7.33
	4.72
	18.3
	8.98
	7.81

	Хлоробензилат
	6.36
	1.46
	2.43
	6.31
	6.99
	1.10
	12.7
	8.45
	3.53

	Хлордан
	4.72
	1.44
	2.45
	10.0
	6.98
	1.32
	14.7
	8.42
	3.77

	Эндосульфан α
	14.3
	9.00
	7.64
	34.6
	22.1
	26.1
	48.9
	31.1
	33.7

	Эндосульфан β
	2.87
	1.30
	1.03
	3.84
	3.99
	2.51
	6.71
	5.29
	3.54

	Эндосульфан сульфат
	14.9
	5.94
	4.70
	12.4
	22.4
	7.50
	27.3
	28.3
	12.2

	Эндрин
	35.5
	15.9
	16.4
	30.5
	46.6
	12.4
	66.0
	62.5
	28.8

	Эндрин альдегид
	7.68
	3.18
	2.59
	6.94
	11.1
	3.64
	14.6
	14.3
	6.23
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