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Детоксицирующая способность гуминовых веществ торфов
и микроорганизмов рода Rhodococcus по отношению

к нефтепродуктам в водных средах
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Методом биотестирования изучено влияние гуминовых веществ отдельно и совместно с бактериями-
нефтедеструкторами рода Rhodococcus на тест-объект – ряску малую по отношению к нефтепродуктам. Максимальный 
прирост лопастей ряски в присутствии гуминовых веществ черноольхового низинного торфа 42%, минимальный – 
гуминовых веществ сфагнового переходного торфа 24%. Доказано, что гуминовые вещества торфов способны снижать 
токсический эффект модельных загрязнителей: гексадекана на 3–23%; дизельного топлива – 8–40%; нефти – 6–16%. 
Определена детоксицирующая способность гуминовых веществ и микроорганизмов рода Rhodococcus по отношению 
к углеводородам нефти: максимальные значения коэффициентов детоксикации у микроорганизмов R. erythropolis S67 
и гуминовых веществ тростникового низинного и сфагнового верхового торфа 95–79% и 84–68%; R. erythropolis Х5 
и гуминовых веществ сфагнового верхового и сфагнового переходного торфа 82–68% и 71–63%. Гуминовые вещества 
способны стимулировать рост микроорганизмов-нефтедеструкторов, активизируя их ферментативную систему, тем 
самым, способствуя максимальному окислению углеводородов нефти. Благодаря своим поверхностно- и биологически 
активным свойствам, совместное применение гуминовых веществ и микроорганизмов-нефтедеструкторов способно 
обеспечить экологически безопасную и эффективную ремедиацию загрязнённых акваторий.

Ключевые слова: гуминовые вещества, нефть, нефтепродукты, микроорганизмы-нефтедеструкторы, связы-
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The biotesting method was used to study the effect of humic substances separately and together with oil degrading 
microorganisms of the genus Rhodococcus on a test object – duckweed in the relation to oil products. The maximum 
growth of duckweed blades in the presence of humic substances of black alder fen peat is 42%, the minimum – humic 
substances of sphagnum transition peat – 24%. It was found that humic substances of peats can reduce the toxic effect of 
model pollutants: hexadecane by 3–23%; diesel fuel by 8–40%; oil by 6–16%. The detoxifying ability of humic substances 
and microorganisms of the genus Rhodococcus in the relation to oil hydrocarbons was determined: the maximum values 
of the detoxification coefficients of microorganisms R. erythropolis S67 and humic substances of reed fen and sphagnum 
high-moor peat are 95–79% and 84–68%, respectively; R. erythropolis X5 and humic substances of sphagnum high-moor 
and sphagnum transition peat 82–68% and 71–63%. Humic substances are able to stimulate the growth of oil degrading 
microorganisms, activating their enzymatic system, thereby contributing to the maximum oxidation of oil hydrocarbons. 
The data on the detoxifying ability of humic substances and oil degrading microorganisms can serve as the basis for the 
development of a new generation of biocompositions that efficiently utilize oil and oil products in environmental objects 
(water and soil). Due to its surface and biologically active properties, the combined use of humic substances and oil 
degrading microorganisms can provide environmentally friendly and effective remediation of contaminated water areas. 

Keywords: humic substances, petroleum, petroleum products, oil-destructive microorganisms, binding capacity, 
detoxification coefficients.
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В настоящее время большой интерес 
представляет поиск способов детоксикации 
и утилизации углеводородов нефти [1, 2]. 
Актуальной становится биодеградация нефте-
генных веществ в загрязнённых акваториях, 
основанная на применении бактерий, исполь-
зующих как источник энергии углеводороды 
нефти, что обеспечивает высокий уровень 
детоксикации экосистем в связи со снижени-
ем уровня загрязнений до фоновых значений 
[3]. Добавление в систему дополнительных 
агентов, сорбирующих нефтепродукты, являю-
щихся активаторами аборигенной микрофло-
ры загрязнённых объектов, позволит усилить 
эффективность биопрепаратов, содержащих 
штаммы активных бактерий, разлагающих 
углеводороды [4].

Гуминовые вещества (ГВ) – природные, 
экологически чистые соединения, эффективно 
эмульгирующие углеводороды нефти, акти-
визирующие микробиологические процессы, 
повышающие деструкцию нефтепродуктов  
и ускоряющие очистку акваторий [5]. Из-
вестно стимулирующее действие ГВ на рост 
и развитие бактерий, повышение их стрес-
соустойчивости к различным абиотическим 
факторам среды [6, 7]. Физиологическая ак-
тивность гуминовых веществ по отношению 
к некоторым прокариотическим организмам 
[8], вызывает естественное стимулирование 
аборигенной микрофлоры экосистемы, а на-
личие гидрофобного каркаса в их структуре 
определяет способность связывать углеводо-
роды нефти в устойчивые комплексы [9].

Цель работы – оценить детоксицирующую 
способность гуминовых веществ и бактерий 
рода Rhodococcus по отношению к нефтепро-
дуктам. 

Объекты и методы исследования

Объекты исследования – гуминовые веще-
ства торфов Тульской области: тростникового 
низинного (ТНТ), чёрноольхового низинного 
(ЧНТ), сфагнового верхового (СВТ) и сфаг-
нового переходного (СПТ) [10–12]; штаммы 
бактерий Rhodococcus erythropolis S67, Rhodococ-
cus erythropolis X5 получены из лаборатории 
плазмид Института биохимии и физиологии 
микроорганизмов имени Г.К. Скрябина РАН 
(г. Пущино) [13]. Тест-объект в методе био-
тестирования – ряска малая (Lemna minor). 
Модельные токсиканты: гексадекан. дизель-
ное топливо (ДТ) с заправки «Роснефть» и 
нефть с нефтеперерабатывающего завода  
АО «ГАЗПРОМНЕФТЬ-МНПЗ».

Растворы ГВ в концентрации 50 мг/л го-
товили растворением ГВ в 0,1М NaOH, добав-
лением 0,05М НNO

3
 или 0,05М NaOH добива-NaOH добива- добива-

лись нейтрального значения рН (контроль рН-
метром «Анион 4154»), фоновый электролит –  
0,1М NaNO

3 
[14]. Бактерии культивировали 

в полноценной среде Лурия–Бертани (ЛБ) 
при температуре 23±2 oС [14, 15].

В стеклянные ёмкости вносили 50 мл 
дистиллированной воды, ГВ концентрации 
50 мг/л, инокулят R. erythropolis S67 и Х5 
количество посевной дозы 105–106 КОЕ/мл 
и токсикант 2% об. О действии модельных 
загрязнителей и ГВ наблюдали по приросту 
лопастей ряски малой за 10 суток. Контроль – 
рост растений в дистиллированной воде. Ре-
зультаты экспериментов выражали как при-
рост лопастей ряски в процентах относительно 
контроля [11]. Варианты опыта: 1. Контроль 
(дистиллированная вода); 2. Контроль + 
модельный загрязнитель; 3. Дистиллирован-
ная вода + ГВ; 4. Дистиллированная вода +  
ГВ + модельный загрязнитель; 5. Дистил-
лированная вода + ГВ + бактерии рода 
Rhodococcus + модельный загрязнитель. 
Результаты экспериментов и последующая 
обработка проводилась с применением стан-
дартных методов математической статистики 
(n = 6, Р = 0,95). 

Результаты и обсуждение

Прежде всего, определяли влияние ГВ на 
рост ряски малой (рис. 1).

Установлено, что анализируемые ГВ  
(50 мг/л) стимулируют рост гидрофита: мак-
симальный прирост лопастей ряски в при-
сутствии ГВ (ЧНТ) 42%, минимальный –  
ГВ (СПТ) 24%. Черноольховый низинный 
торф состоит в основном из лиственных 
пород, влияющих на содержание лигнина 
во фракциях ГК [10]. Известно, что при-
менение лигниновых агентов меняет дина-
мику распределения основных метаболитов  
в растениях, продолжительность их раз-
вития, биометрические и биохимические 
показатели [15].

Для выбора рабочей дозы модельного 
загрязнителя строили шкалу токсичности, 
варьируя концентрацию модельного загряз-
нителя в пределах 0,5–5% об [12, 15]. Тест-
отклик регистрировали через 14 дней после 
начала эксперимента. Токсический эффект за-
грязнителей (Т

эт
) – уменьшение тест-отклика 

в присутствии токсиканта (R
эт

) по сравнению 
с контролем (R

0
):
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Рис. 1. Влияние гуминовых веществ на прирост лопастей ряски малой:
ГВ – гуминовые вещества; ЧНТ – чёрноольховый низинный торф;

СПТ – сфагновый переходный торф; ТНТ – тростниковый низинный торф;
СВТ – сфагновый верховой торф

Fig. 1. Influence of humic substances on the growth of blades of common duckweed:
HS – humic substances; BFP – black alder fen peat; STP – sphagnum transitional peat; 

RFP – reed fen peat; SHP – sphagnum high moor peat
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Рис. 2. Токсический эффект модельных загрязнителей
Fig. 2. Toxic effect of model pollutants 
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                             (1)

Токсический эффект рассчитывали по 
формуле (1) и строили зависимость токсиче-
ского эффекта от концентрации загрязнителя 
(рис. 2).

Степень токсичности углеводородов нефти 
связана с содержанием в них ароматических 
фракций, способных сохраняться в морской 
воде, в донных отложениях в течение долгого 
времени в силу своей стойкости к деградации. 
Парафины обладают не меньшей токсично-
стью, но их разложение происходит значи-
тельно быстрее, чем у полиароматических 
углеводородов [16].

Рассчитывали токсический эффект мо-
дельного загрязнителя в присутствии ГВ 
(Т

гв+эт
), контролем служил тест-отклик в при-

сутствии ГВ (R
гв

) (табл. 1):

                             
(2)

Максимальное снижение токсического 
эффекта загрязнителей у ГВ (СВТ): в 1,5–2 
раза меньше, чем в контрольных образцах с от-
стойной водой, содержащих гексадекан и ди-
зельное топливо; минимальное – у ГВ (ЧНТ), 
что на 3% меньше относительно контроля. В 
варианте с нефтью максимальное снижение 
токсической нагрузки оказывают ГВ (ТНТ), 
что на 16% меньше, чем в контроле, благодаря 
развитой периферической и ароматической 
части данных ГВ происходит связывание 
углеводородов нефти в нетоксичные аддукты.

Изучено действие загрязнителей на 
рост ряски малой в присутствии ГВ и мик-
роорганизмов-нефтедеструкторов рода 
Rhodococcus и количественно проанализи-
рована детоксицирующая способность по-
лученной биокомпозиции, с определением 
коэффициента детоксикации [15], при этом 
сравнивали тест-отклик контроля и контроля 

в присутствии бактерий рода Rhodococcus со-
вместно с модельным загрязнителем, так как 
оценивали действие только ГВ на исследуемый 
тест-объект:

 (3)

Количественно детоксицирующее дей-
ствие (D) ГВ оценивали, как относительное 
уменьшение токсического эффекта модель-
ного токсиканта в присутствии ГВ по срав-
нению с исходным токсическим эффектом 
загрязнителя:

                                                    (4)

                                             (5)

Суммируя выше представленные уравне-
ния, коэффициент детоксикации (D) опреде-
ляли через величины соответствующих тест-
откликов по уравнениям:

                                    (6)

                                         (7)

Данный расчёт позволяет оценить степень 
детоксицирующего эффекта, вызываемого 
уменьшением концентрации модельного ток-
сиканта, на фоне собственного воздействия 
ГВ на тест-объект. Значение коэффициента 
детоксикации зависит только от связывающей 
способности ГВ по отношению к модельному 
загрязнителю.

Таблица 1 / Table 1
Токсический эффект загрязнителей в присутствии гуминовых веществ

Toxic effect of pollutants in the presence of humic substances 

Образец
Sample

Гексадекан
Hexadecane

Дизельное топливо 
Diesel gas oil

Нефть
Petroleum

Контроль / Control 74±1 92±3 89±5
ГВ (ЧНТ) / HS (BFP) 72±3 84±4 83±7
ГВ (СПТ) / HS (STP) 73±3 66±5 78±6
ГВ (ТНТ) / HS (RFP) 67±2 61±3 73±3
ГВ (СВТ) / HS (SHP) 52±3 52±4 76±2
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Выявлено снижение токсического эф-
фекта гексадекана ГВ на ряску малую. 
Максимальный детоксицирующий эффект 
проявляли ГВ (СВТ) и ГВ (ТНТ) 64–56  
и 45–51% соответственно (рис. 3). Бактерии 
R. erythropolis S67, Х5 увеличивали детокси-
цирующий эффект ГВ на 6–47%. Значения D 
в присутствии микроорганизмов R. erythropolis 
S67, ГВ (ТНТ), ГВ (СВТ) 95–79% и 84–68%; 

R. erythropolis Х5 и ГВ (СВТ), (СПТ) 82–68% 
и 71–63% соответственно, что согласуется  
с ранее полученными результатами [17].

Максимальный детоксицирующий эффект 
по отношению к дизельному топливу про-
демонстрировали ГВ (СВТ) и ГВ (ТНТ) 52 и 
43% соответственно (рис. 4). Углеводородоо-
кисляющие микроорганизмы R. erythropolis 
S67 и Х5 увеличивают детоксицирующий 

Рис. 3. Детоксицирующий эффект ГВ по отношению к гексадекану
Fig. 3. Detoxification effect of HS on hexadecane 

Рис. 4. Детоксицирующий эффект ГВ по отношению к ДТ
Fig. 4. Detoxification effect of HS on diesel gas oil
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эффект ГВ. Наилучшие показатели у биоком-
позиции на основе микроорганизмов R. eryth-eryth-
ropolis S67 и ГВ (ТНТ), ГВ (СВТ) 72 и 69% 
соответственно. Максимальный показатель 
детоксикации дизельного топлива продемон-
стрировали микроорганизмы R. erythropolis 
Х5 и ГВ (СВТ) 76% (рис. 4).

Наличие в составе ГВ как полярных, так и 
неполярных компонентов вносит вклад в сни-
жение уровня токсичности нефти и нефтепро-
дуктов, обусловленное и непосредственным 
связыванием ГВ нефтяных углеводородов, 
и стимулирующим действием ГВ на тест-
объект, которое проявляется в повышении 
сопротивляемости ряски малой нефтяному за-
грязнению. Максимальный коэффициент де-
токсикации у ГВ (ТНТ) и ГВ (СВТ) 31 и 27% 
соответственно. Добавление микроорганизмов 
рода Rhodococcus увеличивало значения ко-
эффициентов детоксикации: максимальные 
значения у штаммов R. erythropolis S67 и ГВ 
(ТНТ), ГВ (СВТ) 45 и 35%; R. erythropolis Х5 и 
ГВ (СВТ), ГВ (ТНТ) 38 и 35% соответственно 
(рис. 5).

Полученные значения коэффициентов 
детоксикации могут свидетельствовать о 
перспективности применения ГВ и мик-
роорганизмов-нефтедеструкторов R. eryth-
ropolis S67 и Х5 в качестве экологически 
безопасных и эффективных ремедиантов за-
грязнённых нефтью акваторий.

Рис. 5. Детоксицирующий эффект ГВ по отношению к нефти
Fig. 5. Detoxification effect of HS on petroleum

Заключение

Методом биотестирования определена 
детоксицирующая способность ГВ совместно 
с бактериями рода Rhodococcus по отноше-
нию к углеводородам нефти: максимальные 
значения коэффициентов детоксикации  
у микроорганизмов R. erythropolis S67 и 
ГВ (ТНТ) и ГВ (СВТ) 95–79% и 84–68%;  
R. erythropolis Х5 и ГВ (СВТ) и (СПТ) 
82–68% и 71–63%.

Установлено, что ГВ торфов способны 
снижать токсический эффект модельных за-
грязнителей на тест-объект – ряску малую: 
гексадекана на 3–23%; дизельного топли- 
ва – 8–40%; нефти – 6–16%. 

Полученные данные по детоксицирую-
щей способности ГВ и микроорганизмов-
нефтедеструкторов могут служить основой для 
разработки биокомпозиции нового поколения, 
эффективно утилизирующей нефть и нефте-
продукты в объектах окружающей среды (вода 
и почва).
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