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Методом биотестирования установлено, что добавление в загрязненную углеводородами почву микроорганизмов – 

нефтедеструкторов рода Rhodococcus оказывает положительный эффект на морфогенез и посевные качества тест-культуры 

– кресс-салата, что связано с микробиологическим окислением нефти бактериями исследуемых штаммов. Выявлено, что 

при совместном внесении гуминовых кислот и микроорганизмов положительный эффект наблюдается в 5 из 8 вариантов 

опыта на среде с гексадеканом. В условиях нефтяного загрязнения внесение в субстрат микроорганизмов Rh. erythropolis 

Х5 и Rh. erythropolis S67 с добавлением гуминовых кислот в целом оказывает стимулирующее действие на морфогенез и 

посевные качества кресс-салата. Следует отметить, что именно в варианте «нефть + гуминовые кислоты + микроорганизм» 

были получены показатели, максимально превышающие значения загрязненного контроля. Снижение токсичности нефти 

и гексадекана, а в ряде случаев и полное снятие негативного влияния токсикантов по отношению к тест-культуре связаны, 

по-видимому, с интенсификацией процесса биодеградации нефти за счет стимулирующего влияния гуминовых кислот на 

жизнедеятельность микроорганизмов. Доказано, что внесенные гуминовые кислоты выступают адаптогенами по отноше-

нию к микроорганизмам Rh. erythropolis Х5 и Rh. erythropolis S67, повышая их резистентность к стрессовым нагрузкам в 

условиях нефтяного стресса. Таким образом, полученные результаты показывают, что внесение гуминовых кислот может 

способствовать более эффективной биодеградации нефтяного загрязнения почв. При этом с целью направленного повыше-

ния эффективности применения гуминовых кислот более перспективным представляется  использование гуминовых кислот 

сфагнового переходного торфа + Rh.erythropolisХ5, гуминовых кислот сфагнового верхового торфа + Rh. erythropolis Х5, 

гуминовых кислот тростникового низинного торфа + Rh. erythropolis S67 в условиях загрязнения нефтью. На субстрате с 

гексадеканом целесообразным считаем применение гуминовых кислот сфагнового верхового торфа, так как в этом варианте 

были отмечены параметры, максимально превышающие загрязненный контроль. 
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Введение 

 Нефть и нефтепродукты являются одними из распространенных и наиболее опасных загрязнителей 

окружающей среды. В процессе добычи, переработки нефти, производства нефтепродуктов, их транспорта 

и хранения неизбежно происходят значительные потери вещества. При попадании в окружающую среду уг-

леводороды нефти оказывают губительное действие на многие экологические системы, изменяя условия 

обитания организмов или вызывая их угнетение. При этом процессы восстановления природных систем по-

сле нефтяного загрязнения продолжительны по времени. Существуют различные механические, физико-хи-

мические, термические методы очистки почв от последствий нефтяных загрязнений [1], основным недостат-

ком которых является их высокая стоимость и недостаточная эффективность, проявляющаяся лишь при 

определенном уровне загрязнения. Среди мер, предпринимаемых с целью охраны окружающей среды от 

указанного типа загрязнений, наиболее перспек-

тивным и экологически безопасным является ме-

тод биоремедиации почв, основанный на способ-

ности некоторых микроорганизмов к деградации 
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углеводородов нефти [1]. Микробиологическая рекультивация загрязненных нефтью почв основывается на 

двух подходах: активизации аборигенной микрофлоры почвы, происходящей благодаря введению в токсич-

ную среду биологически активных веществ, представляющих собой питательную среду для роста и развития 

микроорганизмов-деструкторов нефти, или отдельной интродукции адаптированных к загрязнителю и усло-

виям внешней среды штаммов нефтеокисляющих микроорганизмов [1]. Природные полимеры – гуминовые 

кислоты (ГК) благодаря своей сложной внутримолекулярной организации могут служить сорбентом нефтя-

ных углеводородов, их деструктором и субстратом, повышающим метаболическую активность микроорга-

низмов-нефтедеструкторов [2]. Кроме того, микробиотические особенности гуминовых кислот способ-

ствуют проявлению сильной деструктивной активности при попадании в почвенную среду, загрязненную 

углеводородами нефти. 

Характерной особенностью нефти является ее способность разрушаться при попадании в почвенную 

среду, поскольку составляющие ее углеводороды подвержены вымыванию, выветриванию, частичному хи-

мическому окислению и микробной деструкции. Процесс микробиологического разрушения нефтяных уг-

леводородов в почве приводит к образованию серии кислородсодержащих органических соединений и, в 

конечном счете, к окислению исходных соединений до воды и углекислого газа. При этом количество выде-

ленного СО2 характеризует процесс полной минерализации и максимальной утилизации углеводородов поч-

венными микроорганизмами [1–3]. Другим важным и, возможно, главным показателем степени очистки 

почвы от нефтяного загрязнения является урожайность растений, так как основным критерием качества 

почвы, по мнению многих исследователей, следует считать ее фитотоксичность [4–6]. В условиях нефтеза-

грязнения растения, являясь чуткими индикаторами экологической обстановки, могут дать объективную ин-

формацию о состоянии окружающей среды. 

Цель работы – определить совместное влияние гуминовых кислот торфов и микроорганизмов-нефте-

деструкторов рода Rhodococcus на посевные качества семян кресс-салата в условиях нефтяного загрязнения. 

Экспериментальная часть 

Объектами исследования являлись гуминовые кислоты (ГК) торфов Тульской области: тростникового 

низинного торфа (ТНТ), черноольхового низинного торфа (ЧНТ), сфагнового верхового торфа (СВТ) и сфаг-

нового переходного торфа (СПТ) [7–9]. Модельные загрязнители: гексадекан – представитель легкой фрак-

ции нефти, дизельное топливо с заправки Роснефть и нефть с нефтеперерабатывающего завода АО «ГАЗ-

ПРОМНЕФТЬ-МНПЗ». Штаммы бактерий Rhodococcus erythropolis S67, Rhodococcus erythropolis X5 полу-

чены из лаборатории плазмид Института биохимии и физиологии микроорганизмов имени Г.К. Скрябина 

РАН (Пущино). Бактерии входят в состав биопрепарата «МикроБак», который используют для биоремедиа-

ции нефтезагрязненных территорий [10]. Тест-объект – кресс-салат «Забава». Тест-отклик – длина и биомет-

рические показатели проростков кресс-салата. Растворы гуминовых кислот готовили по методике, описан-

ной в работе [11]. Микроорганизмы культивировали в полноценной среде Лурия-Бертани (ЛБ) [12]. Готовые 

среды стерилизовали автоклавированием в течение 30 мин при 1200 °С. Бактерии выращивали в жидкой 

питательной среде ЛБ в течение 24 ч для получения инокулята [13]. 

В качестве модельного грунта использовали песок, который просеивали через сито с диаметром пор 

0.5–1.0 см, затем отбирали нужную фракцию, промывали ее водой до значения рН 6.5. Грунт прокаливали 

при температуре 200 °С. Для обогащения модельного грунта гуминовыми кислотами его выдерживали в те-

чение суток в растворе ГК концентрации 50 мг/л. Затем в 250 г модельного грунта вносили токсикант (гек-

садекан, дизельное топливо и нефть) 2%масс, хорошо перемешивали, помещали 50 штук семян кресс-салата 

и обильно поливали дистиллированной водой. Опыт проводили при ежедневном поливе и непрерывном 

освещении, через каждые 3 суток варианты опыта поливали соответствующими растворами: гуминовыми 

кислотами, микроорганизмами-нефтедеструкторами или гуминовыми кислотами и микроорганизмами Rh. 

erythropolis S67 и Х5. Длительность эксперимента составляла 14 суток, после чего определяли длину про-

ростков кресс-салата «Забава», а также их биометрические характеристики [14].  

Обсуждение результатов 

В литературе доминирует представление о контактном механизме транспорта углеводородов нефти в 

клетки [15]. Клетки потребляют эмульгированный субстрат с помощью поверхностно-активных веществ 
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(ПАВ). Способность к синтезу естественных поверхностно-активных веществ (биосурфактантов), обнару-

женная у многих микроорганизмов-деструкторов, имеет решающее значение для эффективности процесса 

биодеградации и обусловливает способность бактерий усваивать углеводороды [16]. 

Первым этапом работы являлось изучение влияния микроорганизмов-деструкторов нефти на посев-

ные качества семян кресс-салата (всхожесть и энергию прорастания) в условиях загрязнения токсикантами. 

Результаты вегетационного опыта в варианте с загрязнителем и микроорганизмами-нефтедеструкторами Rh. 

erythropolis S67 и Х5 показали, что наиболее выраженный положительный эффект от внесения указанных 

микроорганизмов наблюдается в условиях загрязнения нефтью: энергия прорастания и всхожесть превы-

шают аналогичные показатели контрольной группы в 2.5–2.8 раза (Rh. erythropolis X5) и в 3.3–3.9 раза (Rh. 

erythropolis S67) соответственно. Внесение Rh. erythropolis S67 в грунт привело к частичному снятию ток-

сичности нефти по отношению к семенам кресс-салата (рис.1а–б). 

В опыте с гексадеканом установлено, что внесение в грунт микроорганизмов рода Rh. Erythropolis X5 

оказывало угнетающее действие на семена кресс-салата, что приводило к снижению энергии прорастания и 

всхожести на 50% по сравнению с контролем (рис. 2). В опыте при совместном применении ГК, микроорга-

низмов-нефтедеструкторов и загрязнителей проросших семян на 3 и 7 день после начала эксперимента было 

больше, чем во всех остальных вариантах опыта. 

Наибольший стимулирующий эффект по сравнению с контролем был выявлен в следующих вариан-

тах: ГК (ТНТ) + Rh. erythropolis S67 + гексадекан; ГК (СВТ) + Rh. erythropolis X5 + нефть; ГК (СПТ) + Rh. 

erythropolis X5 + нефть; ГК (ТНТ) + Rh. erythropolis S67 + нефть. Энергия прорастания и всхожесть в данных 

вариантах опыта превышала контроль (загрязнитель + песок) на 36–70% (рис. 3). Микроорганизмы Rh. 

erythropolis X5 давали лучшие посевные показатели в сочетании с гуминовыми кислотами сфагнового торфа, 

а микроорганизмы Rh. erythropolysS67 – с гуминовыми кислотами тростникового низинного торфа. 

Эксперимент показал, что совместное применение ГК и микроорганизмов – нефтедеструкторов Rh. 

erythropolis S67 в условиях загрязнения субстрата дизельным топливом не приводит к значимому изменению 

энергии прорастания или всхожести семян кресс-салата (рис. 3). 

  

Рис. 1. Влияние загрязнителя в присутствии микроорганизмов-нефтедеструкторов Rh. erythropolis S67 

и Х5 на посевные качества семян: а) энергия прорастания; б) всхожесть 

 

  

Рис. 2. Влияние гексадекана при совместном присутствии гуминовых веществ и микроорганизмов рода 

Rhodococcus на посевные качества семян: а) энергия прорастания; б) всхожесть 
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Рис. 3. Влияние ДТ при совместном присутствии гуминовых веществ и микроорганизмов рода 

Rhodococcus на посевные качества семян: а) энергия прорастания; б) всхожесть 

Полученные в ходе эксперимента данные показали перспективность совместного применения ГК 

(СВТ) + Rh. erythropolis X5, ГК (СПТ) + Rh. erythropolis X5, ГК (ТНТ) + Rh. erythropolis S67 в условиях нефтя-

ного загрязнения (рис.4). Следует отметить, что максимально выраженный эффект наблюдали в варианте 

ГК(ТНТ) + Rh. erythropolis S67 с внесением гексадекана, что связано со стимулированием микробиологиче-

ских эффектов данного штамма микроорганизмов фракциями гуминовых кислот тростникового торфа. 

Анализ биометрических параметров показал, что внесение в грунт с загрязнителем микроорганизмов-

нефтедеструкторов вызывало незначительный стимулирующий эффект на рост и развитие проростков кресс-

салата (рис. 5). 

Внесение микроорганизмов-нефтедеструкторов в загрязненный субстрат приводило к достоверному 

снижению ингибирующего действия загрязнителя по отношению к растениям кресс-салата в варианте с 

нефтью. При этом отмечалось значимое увеличение длины побега, превышающее аналогичный параметр, 

полученный в условиях загрязнения без внесения микроорганизма до 64% (рис. 6б). 

Совместное применение ГК (ЧНТ) + Rh. erythropolis S67 и ГК(ТНТ) + Rh. erythropolis S67 в условиях 

загрязнения гексадеканом в равной степени способствовало увеличению длины гипокотиля кресс-салата от-

носительно варианта с одним гексадеканом, в то время как внесение ГК(СВТ) и Rh.erythropolis S67 оказы-

вало ингибирующее действие на величину тест-отклика (рис. 6а). Следует отметить, что применение ГК 

(СВТ) с Rh. erythropolis X5 в субстрате с внеснием гексадекана оказало наиболее выраженное стимулирую-

щее влияние на рост побега (рис. 6а). 

В условиях загрязнения нефтью применение ГК(СПТ) было в равной степени эффективным как с Rh. 

erythropolis S67, так и с Rh. erythropolis X5. Совместное внесение ГК(ТНТ) и Rh. erythropolis S67 оказывало 

положительное влияние на величину тест-отклика, в то время как ГК(ЧНТ) + Rh. erythropolis S67 и ГК(СВТ) 

+ Rh. erythropolis S67 угнетали рост побега кресс-салата. 

  

Рис. 4. Влияние нефти при совместном присутствии гуминовых веществ и микроорганизмов рода 

Rhodococcus на посевные качества семян: а) энергия прорастания; б) всхожесть 

 

 

Рис. 5. Длина надземной части гипокотиля при 

внесении микроорганизмов рода Rhodococcus 
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Рис. 6. Длина надземной части растений кресс-салата при комбинированном применении ГК 

и микроорганизмов рода Rhodococcus в условиях загрязнения: а) гексадеканом; б) нефтью 

Результаты эксперимента показали, что выраженное стимулирующее действие на рост корней кресс-

салата оказывало внесение ГК сфагнового верхового торфа: длина корней превышала контрольные значения 

на 60% (рис. 7). 

Среди использованных показателей длина корней проростков оказалась менее чувствительна к при-

сутствию углеводородных загрязнителей, чем длина побегов. Так, при внесении в субстрат гексадекана угне-

тение роста побегов составило 51%, а роста корней – 4.5%. Следует отметить, что в присутствии нефти 

наблюдали значения тест-отклика, незначительно превышающего контрольные показатели (рис. 7). Резуль-

таты вегетационного опыта показали, что наличие в загрязненном гексадеканом субстрате микроорганиз-

мов-нефтедеструкторов Rh. erythropolis S67 и Х5 не оказывало действия на рост корней (рис. 8). 

В варианте с совместным применением ГК (СВТ) и Rh. erythropolis Х5: отмечали увеличение показа-

теля на 56% относительно загрязненного контроля; в случае с ГК (ЧНТ) и Rh. erythropolis Х5 в тех же усло-

виях наблюдалось незначительное угнетение развития  корней на 8% относительно контроля (рис. 9). 

Внесение Rh. erythropolis S67 и ГК в субстрат, загрязненный нефтью, во всех вариантах опыта оказы-

вало ингибирующее действие на длину корней кресс-салата. При внесении Rh. erythropolis Х5 в тех же усло-

виях получили неоднозначные данные: показатели тест-отклика варьировали в пределах от 91 до 108% от 

контроля. Следует заметить, что тест-параметры, оцениваемые различными исследователями в лаборатор-

ном фитотестировании [17], зачастую дают неоднозначные показатели.  Несмотря на то, что практически во 

всех работах в ходе биометрического исследования оценивают и длину гипокотиля, и длину корня, мы ре-

комендуем во всех дальнейших экспериментах по оценке детоксицирующей способности ГК и микроорга-

низмов-нефтедеструкторов на модельном грунте в качестве тест-отклика использовать длину гипокотиля. 

 
 

Рис. 7. Длина корней растений кресс-салата Рис. 8. Длина корней проростков кресс-салата при 

внесении микроорганизмов рода Rhodococcus на 

загрязненном нефтепродуктами субстрате 

 

  

Рис. 9. Длина корней растений кресс-салата при комбинированном внесении ГК и микроорганизмов рода 

Rhodococcus в условиях загрязнения: а) гексадеканом; б) нефтью 
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Многие авторы отмечают [17–20], что одним из важнейших механизмов утилизации компонентов 

нефти, которые слабо- или нерастворимы в воде, является образование микроорганизмами биосурфактантов 

или биоэмульгаторов. Они способствуют солюбилизации углеводородов, образованию мелкодисперсной 

эмульсии, в результате чего облегчается контакт микробных клеток с гидрофобным субстратом. Данному 

факту способствуют уникальные биологические, физиологические и биохимические особенности этой 

группы микроорганизмов. Широкий спектр метаболических возможностей обусловливает способность 

родококков трансформировать и деградировать разнообразные по химической структуре углеводороды 

(алифатические, ароматические, нитроароматические, поли- и гетероциклические) и их производные (пести-

циды, полихлорированные бифенилы, фенолы, нитрилы). При внесении бактерий-деструкторов на загряз-

ненный субстрат, они прикрепляются к пленке нефти на разделе фаз нефть-вода или нефть-почва и включа-

ются в процесс биодеградации углеводородов [20]. 

Выводы 

Выявлено, что при совместном внесении гуминовых кислот и микроорганизмов положительный эф-

фект наблюдается в 5 из 8 вариантов опыта на среде с гексадеканом. В условиях нефтяного загрязнения 

внесение в субстрат микроорганизмов Rh. erythropolis Х5 и Rh. erythropolis S67 с добавлением гуминовых 

кислот в целом оказывает стимулирующее действие на морфогенез и посевные качества кресс-салата.  Сле-

дует отметить, что именно в варианте «нефть + гуминовые кислоты + микроорганизм» были получены по-

казатели, максимально превышающие значения загрязненного контроля. Снижение токсичности нефти и 

гексадекана, а в ряде случаев и полное снятие негативного влияния токсикантов по отношению к тест-куль-

туре связаны, по-видимому, с интенсификацией процесса биодеградации нефти за счет стимулирующего 

влияния гуминовых кислот на жизнедеятельность микроорганизмов.  

Доказано, что внесенные гуминовые кислоты выступают адаптогенами по отношению к микроорга-

низмам Rh. erythropolisХ5 и Rh. erythropolis S67, повышая их резистентность к стрессовым нагрузкам в усло-

виях нефтяного стресса. Таким образом, полученные результаты показывают, что внесение гуминовых кис-

лот может способствовать более эффективной биодеградации нефтяного загрязнения почв. При этом с целью 

направленного повышения эффективности применения гуминовых кислот более перспективным представ-

ляется  использование гуминовых кислот сфагнового переходного торфа + Rh. Erythropolis Х5, гуминовых 

кислот сфагнового верхового торфа + Rh. erythropolis Х5, гуминовых кислот тростникового низинного торфа 

+ Rh. erythropolis S67 в условиях загрязнения нефтью. На субстрате с гексадеканом целесообразным считаем 

применение гуминовых кислот сфагнового верхового торфа, так как в этом варианте были отмечены пара-

метры, максимально превышающие загрязненный контроль. 
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Gertsen M.M., Dmitrieva E.D.* THE INFLUENCE OF HUMIC ACIDS IN THE PRESENCE OF OIL-DEGRADING 

MICROORGANISMS OF THE GENUS RHODOCOCCUS ON THE SOWING QUALITIES OF COCKWEED IN OIL POL-

LUTION 

Tula State University, pr. Lenina, 92, Tula, 300012 (Russia), e-mail: dmitrieva_ed@rambler.ru 

By the method of biotesting, it has been established that the addition of oil-degrading microorganisms of the genus Rho-

dococcus to the soil contaminated with hydrocarbonshas a positive effect on morphogenesis and sowing qualities of the cockweed 

test culture, which is associated with the microbiological oxidation of oil by bacteria of the studied strains. It was revealed that a 

positive effect was observed in 5 of 8 variants of the experiment on the medium with hexadecane with the joint introduction of 

humic acids and microorganisms. Under the conditions of oil pollution, the introduction of Rh. erythropolis X5 and Rh. erythropo-

lis S67 microorganisms into the substrate with the addition of humic acids as a whole has a stimulating effect on the morphogen-

esis and sowing qualities of cockweed. It should be noted that it was in the “oil + humic acids + microorganism” variant that the 

indicators were obtained that maximally exceeded the values of the contaminated control. Reducing the toxicity of oil and hexa-

decane, and in some cases, the complete removal of the negative effects of toxicants in the relation to the test culture are apparently 
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connected with the intensification of the process of oil biodegradation due to the stimulating effect of humic acids on the micro-

organisms. It is proved that the introduced humic acids act as adaptogens in the relation to the microorganisms Rh. erythropolis 

X5 and Rh. erythropolis S67, increasing their resistance to stress loads under conditions of oil stress. Thus, the results show that 

the introduction of humic acids can contribute to more effective biodegradation of oil pollution of soils. At the same time, in order 

to increase the efficiency of humic acids, the use of humic acids of sphagnum transitional peat + Rh.erythropolis X5, humic acids 

of sphagnum high-moor peat + Rh. erythropolis X5, humic acids of reed fen peat + Rh. erythropolis S67 in the conditions of oil 

pollution seems more promising. On a substrate with hexadecane, it is advisable to consider the use of humic acids of sphagnum 

high-moor peat, because in this variant, the parameters that maximally exceed the contaminated control were noted. 

Keywords: humic acids, oil-degrading microorganisms, Rhodococcus, petroleum, petroleum products, biocomposition, 

oil emulsification, stimulating effect. 
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