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Среди современных технологий ремедиации маслозагрязненных сточных вод 

наиболее перспективными являются технологии, основанные на биологических методах 

очистки, а именно на процессе самоочищения с использованием различных консорциумов 

микроорганизмов, отличающихся повышенной способностью к биодеструкции углеводо-

родов нефти и нефтепродуктов. Данная статья посвящена оценке детоксицирующей 

способности новых биокомпозиций на основе микроорганизмов-нефтедеструкторов в со-

четании с природными диспергаторами – гуминовыми кислотами по отношению к отра-

ботанному синтетическому моторному маслу в воде. Исследованы биокомпозиции на ос-

нове гуминовых кислот, выделенных из торфов Тульской области: тростниковый низин-

ный и черноольховый низинный, и микроорганизмов-деструкторов нефти рода Rhodococ-

cus, продуцирующих биологические поверхностно-активные вещества и способные окис-

лять за счет наличия ферментативных систем широкий спектр нефтяных углеводоро-

дов. Детоксицирующая способность биокомпозиций определена методом биотестирова-

ния путем оценки токсического эффекта на тест-объект ряска малая. Снижение ток-

сического эффекта по коэффициенту детоксикации достигнуто более чем на 50%. Акцен-

тировано внимание на преимуществах биотестирования по сравнению с аналитиче-

скими методами, которые заключаются в простоте использования, экспрессности в 

определении результатов, экономичности и самое главное – возможности судить о том, 

насколько опасно конкретное количество ксенобиотика для жизнедеятельности организ-

мов. Проведенные эксперименты доказывают, что разработанная биокомпозиция влияет 

на дисперсное состояние отработанного синтетического моторного масла в воде, а 

также способствует деградации его компонентов. Полученные биокомпозиции могут 

быть использованы в качестве биопрепаратов комплексного действия при биотехнологи-

ческой ремедиации водных сред по технологии in situ. 
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Among the modern technologies of remediation of oil-contaminated wastewater, the most 

promising are technologies based on biological methods of purification, namely, on the process of 

self-purification using various consortia of microorganisms characterized by an increased ability 

to biodegrade hydrocarbons of oil and petroleum products. This article is devoted to the assessment 

of the detoxifying ability of new biocompositions based on microorganisms-oil destructors in com-

bination with natural dispersants – humic acids in relation to used synthetic motor oil in water. 

Biocompositions based on humic acids isolated from the peat of the Tula region: reed lowland and 

black-alder lowland, and microorganisms-oil destructors of the genus Rhodococcus, producing bi-

ological surfactants and capable oxidizing a wide range of petroleum hydrocarbons due to the pres-

ence of enzymatic systems, have been studied. The detoxifying ability of biocompositions was de-

termined by the method of biotesting by assessing the toxic effect on the test object duckweed small. 

The reduction of the toxic effect by the detoxification coefficient was achieved by more than 50%. 

Attention is focused on the advantages of biotesting in comparison with analytical methods, which 

consist in ease of use, expressiveness in determining results, cost–effectiveness and, most im-

portantly, the ability to judge how dangerous a specific amount of xenobiotic is for the vital activity 

of organisms. The experiments carried out prove that the developed biocomposition affects the dis-

persed state of used synthetic engine oil in water, and also contributes to the degradation of its 

components. The obtained biocompositions can be used as complex biological products for biotech-

nological remediation of aquatic environments using in situ technology. 

Key words: humic acid, oil degrading microorganisms of the genus Rhodococcus, biocompositions, 
synthetic waste oil, petroleum products, biodegradation, detoxication, detoxification coefficients 
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ВВЕДЕНИЕ 

Синтетические моторные масла находят 

широкое применение при эксплуатации современ-

ной техники, и объемы их потребления ежегодно 

увеличиваются. Синтетические масла – это слож-

ный многокомпонентный продукт, который полу-

чают путем синтеза из углеводородного сырья. Отра-

ботанные синтетические моторные масла (ОСММ) 

токсичны, имеют невысокую степень биоразлагае-

мости (10-30%) и являются опасными отходами, 

которые подлежат обязательному сбору и утилиза-

ции [1]. Общепринятыми способами утилизации и 
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обезвреживания ОСММ являются сжигание, реге-

нерация на нефтеперерабатывающих заводах и 

вторичное использование для нужд производства 

(15-20%). Существующие технологии очистки за-

грязненных экосистем от синтетических отрабо-

танных моторных масел in situ эффективны только 

при низком уровне загрязнения и связаны с внесе-

нием дополнительных токсичных диспергаторов, 

которые сами часто не отвечают требованиям эко-

логической безопасности.  

В настоящее время одной из наиболее пер-

спективных технологий ремедиации маслозагряз-

ненных сточных вод является метод биологиче-

ской очистки, основанный на процессе самоочище-

ния с использованием различных консорциумов мик-

роорганизмов, отличающихся повышенной способ-

ностью к биодеструкции углеводородов нефти и 

нефтепродуктов. Способность деградировать орга-

нические вещества антропогенного происхожде-

ния (ксенобиотики), обусловленная наличием спе-

цифических ферментных систем, осуществляю-

щих катаболизм таких соединений [2-5], обнару-

жена у многих микроорганизмов [2]. 

Несмотря на наличие достаточного количе-

ства уже существующих коммерческих биопрепа-

ратов для ремедиации нефтезагрязненных объек-

тов окружающей среды [6-8], актуальными оста-

ются работы по разработке и применению новых 

биокомпозитов на основе микроорганизмов-нефте-

деструкторов в сочетании с природными дисперга-

торами – гуминовыми кислотами (ГК) [9-11]. Как 

известно [10, 11], такие биокомпозиции проявляют 

повышенную биодеградационную способность по 

отношению к углеводородам нефти, что обуслов-

лено синергизмом действия бактерий и гуминовых 

кислот в условиях нефтезагрязнения. Выделяя био-

сурфактанты, микроорганизмы растворяют или 

эмульгируют углеводородные соединения с после-

дующим их окислением до экологически безопас-

ных продуктов [12]. Гуминовые кислоты облег-

чают перенос электронов от микроорганизмов к уг-

леводородам нефти, выступая в качестве окисли-

тельно-восстановительного медиатора [13], и спо-

собствуют самопроизвольной адсорбции бактерий 

на границе раздела нефть – вода, создавая струк-

турно-механический барьер вокруг капель нефте-

продуктов. Мелкие нефтяные капли, окруженные 

прочной пленкой адсорбционного слоя из ГК и 

бактерий, образуют стойкие, трудно расслаиваю-

щиеся эмульсии [10, 11].  

В нашей работе в качестве биотехнологиче-

ского решения для стабилизации эмульсии синте-

тического отработанного моторного масла в воде 

использовали ранее разработанные для инактива-

ции нефти и нефтепродуктов биокомпозиции на 

основе гуминовых кислот и микроорганизмов-

нефтедеструкторов рода Rhodococcus [10, 11]. Пре-

имуществом биокомпозиций является то, что гуми-

новые кислоты – природные нетоксичные диспер-

гаторы нефтяных углеводородов [14], штаммы 

Rhodococcus выделены из нефтезагрязненных 

грунтов, поэтому не являются патогенами [4]. Дан-

ные биокомпозиции зарекомендовали себя как эф-

фективные биодеградирующие и детоксицирую-

щие агенты по отношению к нефти и нефтепродук-

там в водных (пресная и морская) средах и пони-

женной температуре [10, 11, 15].   

Цель работы – оценка детоксицирующей 

способности биокомпозиций на основе гуминовых 

кислот по отношению к отработанному синтетиче-

скому моторному маслу в воде.  

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА 

Объектом исследования являлось отрабо-

танное синтетическое моторное масло Castrol 

EDGE Professional LongLifeIII 5W30. 

Биокомпозиции получали на основе гуми-

новых кислот, выделенных из торфов Тульской об-

ласти: тростниковый низинный (ТНТ), чернооль-

ховый низинный (ЧНТ) [16] и микроорганизмов-

деструкторов нефти, продуцирующих био-ПАВ и 

способных окислять за счет наличия ферментатив-

ных систем широкий спектр нефтяных углеводоро-

дов Rhodococcus erythropolis S67, Rhodococcus eryth-

ropolis Х5 [17]. Микроорганизмы предоставлены 

лабораторией биологии плазмид ИБФМ им. Г.К. 

Скрябина РАН Пущино и Всероссийской коллек-

цией микроорганизмов. 

Раствор гуминовых кислот в концентрации 

50 мг/л готовили растворением навески ГК в 0,1 М 

NaOH; добавлением 0,05 М HNO3 или 0,05 М NaOH 

добивались нейтрального значения рН (контроль рН-

метром Анион 4154) и доводили растворы до метки 

раствором фонового электролита – 0,1 М NaNO3 [11]. 

Микроорганизмы культивировали в полноценной 

среде Лурия-Бертани (ЛБ) в течение 24 ч для полу-

чения инокулята [11]. Готовые среды и воду стери-

лизовали автоклавированием в течение 30 мин при 

120 С.  

Биокомпозиции получали следующим об-

разом: в раствор гуминовых кислот (50 мг/л) вно-

сили суспензию штамма микроорганизмов-нефте-

деструкторов рода Rhodococcus (105-106 КОЕ/мл) в 

соотношении ГК : микроорганизмы  = 3 : 5 [11] и 

оставляли на 24 ч. 
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Для изучения влияния биокомпозиций на 

пленки отработанного синтетического моторного 

масла в чашки Петри (d = 15 см) наливали 30 мл 

воды, затем пипеткой вносили 5 %об. ОСММ, спу-

стя 30 мин на масляную пленку вносили биокомпо-

зицию (400 мкл) состояние которой оценивали че-

рез 2, 24, 48, 72, 168 ч [11].  

Для исследования стабилизирующей спо-

собности биокомпозиций по отношению к эмуль-

сии ОСММ в воде готовили модельные системы: 

на поверхность воды наносили 5 %об. ОСММ и за-

тем биокомпозицию, что соответствовало отноше-

нию (по объему) ОСММ: биокомпозиция 10:1. Рас-

творы помещали в ультразвуковую баню на 2 мин, 

выдерживали в течение 1 сут., отбирали пробы на 

глубине 4 см (через 2, 4, 6 и 26 ч) для измерения 

оптической плотности при 525 нм на спектрофото-

метре СФ-104, величина которой служила крите-

рием стабильности эмульсии в воде [9, 18, 19].  

Детоксицирующую способность биоком-

позиций по отношению к ОСММ определяли мето-

дом биотестирования с тест-объектом ряска малая 

[11]. Тест-откликом служил прирост лопастей ряски 

малой. Время эксперимента составляло 14 сут. В 

стеклянные емкости вносили 50 мл дистиллиро-

ванной воды, 5 %об. ОСММ и биокомпозиции 

(ОСММ : биокомпозиция 10:1 по объему). Вари-

анты опытов: 1. Контроль (дистиллированная 

вода); 2. Контроль + ОСММ; 3. Контроль + гуми-

новые кислоты; 4. Контроль + биокомпозиция + 

ОСММ. Количественным критерием детоксициру-

ющей способности биокомпозиций служил коэф-

фициент детоксикации (D %), рассчитанный как 

относительное уменьшение токсического эффекта 

детергента в присутствии биокомпозиции [11, 20]: 
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где TЭТ и ТГК+ЭТ – токсичность ОСММ (ЭТ) в отсут-

ствие и присутствии биокомпозиции, соответ-

ственно; R0 – тест-отклик в контроле; RЭТ – тест-

отклик в присутствии ОСММ; RГК – тест-отклик в 

присутствии биокомпозиции; RЭТ+ГК – тест-отклик 

в присутствии ОСММ и биокомпозиции. 

Достоинством данного показателя является 

то, что он отражает изменение уровня токсичности 

ОСММ в присутствии биокомпозиции по сравне-

нию с токсичностью ОСММ в их отсутствие, учи-

тывая при этом возможное изменение тест-отклика 

под влиянием собственного воздействия биоком-

позиции.  

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

На первом этапе было изучено влияние 

биокомпозиций на состояние пленки синтетиче-

ского отработанного моторного масла. После вне-

сения ОСММ на поверхность воды в чашки Петри 

(контроль) наблюдалось равномерное медленное 

растекание загрязнителя по всей площади. Спустя 

2 ч экспозиции растекание прекращалось, и форми-

ровалась пленка с ровными краями по всей окруж-

ности. При этом к концу эксперимента (через 7 сут.) 

существенных изменений в пятне не отмечалось. 

Подобная картина растекания по поверхности 

воды характерна для нефти и нефтепродуктов [15]. 

Принципиально отличалась картина распределе-

ния ОСММ после внесения на пленку биокомпози-

ций, которые способствуют более быстрому расте-

канию пленки детергента. Пленки постепенно ис-

тончались, края разрывались, появлялись длинные 

языки от основного пятна, а через 2 ч после внесе-

ния биокомпозиций, независимо от их состава, 

наблюдалось образование мелких капель. Пленка 

ОСММ практически полностью исчезала с поверх-

ности воды спустя 7 сут. (рисунок).  

 
а 

 
б 

 
в 

Рис. Влияние биокомпозиций ГК на основе штамма Rhodococcus erythropolis S67 на состояние пленки ОСММ: а – контроль;  

б – ГК ТНТ; в – ГК ЧНТ 

Fig. Effect of bio-compositions HA based on the Rhodococcus erythropolis S67 strain on the film condition of used synthetic motor oils: 

a – control; б - humic acids from cane lowland peat; в - humic acids from black alder lowland peat 
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Наиболее эффективным эмульгатором и 

биодеструктором ОСММ, как и в случае с нефтью 

[15], является биокомпозиция на основе гуминовых 

кислот ТНТ и бактерий Rhodococcus erythropolis S67, 

что обусловлено способностью данного штамма 

образовывать биопленки на полимерном матриксе 

– гуминовых кислотах, биодеградационная способ-

ность которых по отношению к углеводородам 

нефти выше планктонных популяций Rhodococcus 

erythropolis Х5 [4, 12].  

Исследована стабилизирующая способность 

биокомпозиций по отношению к водной эмульсии 

ОСММ. Критерием стабильности эмульсии явля-

лась величина коэффициента пропускания (Т, %), 

значение которого снижалось с увеличением ста-

бильности системы, что коррелирует с результа-

тами исследований стабилизирующей способности 

биокомпозиций и гуминово-минеральных ком-

плексов [9] по отношению к нефти и нефтепродук-

там [18]. Анализ стабилизирующей способности 

показал, что все биокомпозиции являются эффектив-

ными стабилизаторами эмульсий ОСММ в воде. Че-

рез 2 ч с момента внесения биокомпозиций значе-

ния коэффициентов пропускания уменьшались в 2 

раза по сравнению с водными эмульсиями ОСММ. 

Наилучшими стабилизаторами по отношению к 

ОСММ, в отличие от нефти и нефтепродуктов [18], 

являются биокомпозиции: «ГК ТНТ + R. erythropolis 

S67»; «ГК ЧНТ + R. erythropolis S67». Величина 

пропускания эмульсий ОСММ изменялась от 

15±1% через 2 ч после начала эксперимента до 

59±2% к моменту его окончания. Значения коэф-

фициентов пропускания эмульсий ОСММ выше по 

сравнению с нефтью и нефтепродуктами [18], что 

обусловлено сложностью компонентного состава 

отработанных масел.  

В настоящее время невозможно установить 

уровень токсичности загрязнителей в окружающей 

среде исключительно с применением химических 

методов анализа. Аналитические методы позво-

ляют определить минимальное содержание токси-

ческого вещества в образце, но по результатам ана-

лиза невозможно судить о том, насколько опасно 

данное количество ксенобиотика для жизнедея-

тельности организмов. Использование в тестирова-

нии чувствительных живых организмов к поллю-

тантам позволяет нивелировать указанные недо-

статки и получить достоверные результаты о ток-

сичности. Несомненными преимуществами биоло-

гических методов являются простота в использова-

нии, экспрессность в определении результатов и 

экономичность [21]. В настоящее время метод био-

тестирования с привлечением чувствительных к 

токсикантам живых организмов включен в общую 

аналитическую процедуру оценки токсичности от-

дельных компонентов, их смесей и мониторинга 

объектов окружающей среды [22, 23].  

Результаты токсикологических экспери-

ментов приведены в табл. 1 и 2. Как видно из ре-

зультатов табл. 1, токсический эффект на ряску ма-

лую ОСММ (Тэт), рассчитанный как уменьшение 

тест-отклика в присутствии токсиканта (Rэт) по 

сравнению с контролем (R0), составляет 81±5% и 

соизмерим с токсичностью нефти (89±3%) и ди-

зельного топлива (92±3%) [11]. Выявлено, что гу-

миновые кислоты (50 мг/л) не оказывают ингиби-

рующего действия на рост ряски малой: прирост 

количества листецов соизмерим с контролем. Вне-

сение биокомпозиций снижает токсический эф-

фект ОСММ на тест-объект более чем на 50%.   

 
Таблица 1 

Токсический эффект ОСММ на тест-объект 

Table 1. Toxic effect of used synthetic motor oils on the 

test object 

Варианты опыта 
Токсический 

эффект, Т % 

Контроль+ОСММ 81±5 

ГК ЧНТ+ОСММ 47±4 

ГК ТНТ+ОСММ 51±3 

«ГК ЧНТ + Rh. erythropolis S67»+ОСММ 44±2 

«ГК ЧНТ + Rh. erythropolis Х5»+ОСММ 32±2 

«ГК ТНТ + Rh. erythropolis S67»+ОСММ 34±3 

«ГК ТНТ + Rh. erythropolis Х5»+ОСММ 26±4 

 

Коэффициенты детоксикации биокомпози-

ций по отношению к ОСММ, рассчитанные как от-

носительное уменьшение токсического эффекта 

детергента в их присутствии, приведены в табл. 2.  

  
Таблица 2 

Значения коэффициента детоксикации биокомпо-

зиций 

Table 2. Values of the bio-composition detoxification co-

efficient 

Варианты опыта 

Коэффициент 

детоксикации, 

D % 

«ГК ЧНТ + Rh. erythropolis S67»+ОСММ 43±3 

«ГК ЧНТ + Rh. erythropolis Х5»+ОСММ 27±2 

«ГК ТНТ + Rh. erythropolis S67»+ОСММ 51±2 

«ГК ТНТ + Rh. erythropolis Х5»+ОСММ 35±1 

 

Как видно из представленных данных, во 

всех случаях биокомпозиции проявляют детокси-

цирующее действие по отношению к ОСММ. При 

этом биокомпозиция «ГК ТНТ + R. erythropolis S67», 

как и в случае с нефтью и дизельным топливом 
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[11], проявляет максимальный детоксицирующий 

эффект по отношению к ОСММ. Снижение токси-

ческого эффекта ОСММ биокомпозициями обу-

словлено непосредственным связыванием углево-

дородов гуминовыми кислотами, их биодеструк-

цией микроорганизмами рода Rhodococcus, а также 

стимулирующим действием ГК на тест-объект, 

проявляющимся в повышении сопротивляемости 

ряски загрязнению нефтепродуктами. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Таким образом, в результате проведенных 

экспериментов получены данные, характеризую-

щие влияние биокомпозиций на основе гумино-

вых кислот и штаммов-нефтедеструкторов рода 

Rhodococcus на дисперсное состояние отработан-

ного синтетического моторного масла в воде, а 

также способность разработанных биокомпозиций 

деградировать органические компоненты, входя-

щие в состав ОСММ. Проведенные эксперименты 

позволяют сделать вывод, что полученные биоком-

позиции являются эффективными биопрепаратами 

комплексного действия, которые могут быть ис-

пользованы in situ в биотехнологической ремедиа-

ции водных сред, загрязненных нефтепродуктами - 

отработанными смазочными материалами с высо-

кой степенью токсичности.   
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