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Установлено стимулирующее действие гуминовых кислот на рост биомассы тест-объекта – кресс-салата: пред-

ложен ряд по проявляемому положительному эффекту на биомассу проростков. Выявлена корреляционная зависимость 

влияния токсикантов на тест-объект от его состава. Показано, что легкая фракция нефти оказывает минимальный ток-

сический эффект на кресс-салат в следствие повышенной летучести, в отличие от нефти. Методом биотестирования 

установлена детоксицирующая способность гуминовых кислот торфов отдельно и совместно с микроорганизмами-

нефтедеструкторами рода Rhodococcus на инертном субстрате. Гуминовые кислоты независимо от генезиса оказывают 

стимулирующее действие на тест-объект. Максимальное стимулирующее действие на тест-объект проявляют гумино-

вые кислоты, выделенные из низинных торфов. Биомасса проростков кресс-салата на загрязненном грунте в присут-

ствии гуминовых кислот и микроорганизмов рода Rhodococcus во всех вариантах опытов с модельными токсикантами 

была выше по сравнению с вариантом без обработки гуминовыми кислотами. Рассчитаны коэффициенты детоксикации 

гуминовых кислот отдельно и совместно с микроорганизмами-нефтедеструкторами рода Rhodococcus по отношению к 

гексадекану: максимальный детоксицирующий эффект проявляли гуминовые кислоты сфагнового верхового и переход-

ного торфов: 70–75%. Совместное применение гуминовых кислот и микроорганизмов Rh. erythropolis S67, Rh. erythropo-

lis Х5 увеличивает детоксицирующий эффект гуминовых кислот на 4–22%. Значения коэффициентов детоксикации из-

меняется в диапазоне 59–85% в зависимости от генезиса гуминовых кислот и выбранного штамма микроорганизмов. 

Значения коэффициентов детоксикации гуминовых кислот совместно с микроорганизмами-нефтедеструкторами рода 

Rhodococcus превышают показатели контроля и вариантов опыта с использованием только одних гуминовых кислот за 

счет возможности родококков продуцировать биологически активные сурфактанты, способные в большей степени 

эмульгировать и биодеградировать углеводороды нефти в объектах окружающей среды. 

Ключевые слова: гуминовые кислоты, нефть, нефтепродукты, микроорганизмы-нефтедеструкторы, Rhodococcus, 

коэффициенты детоксикации. 

Введение 

 Загрязнение окружающей среды нефтью и нефтепродуктами является одним из основных послед-

ствий технического прогресса человека. При этом изменения, происходящие в окружающей среде, нега-

тивно влияют как на качество жизни людей, так и на микроорганизмы, животный и растительный мир. По-

ступление сырой нефти в экосистемы (главным образом наземные и водные) является результатом утечки 

нефтепродуктов [1]. В настоящее время около 80% земель загрязнено продуктами нефтяного происхожде-

ния (углеводороды, растворители и т. д.), используемыми в качестве источника энергии в нефтяной про-

мышленности [2]. Существуют различные загрязняющие вещества, влияющие на верхний слой почвы и 

недра, такие как топливо, углеводородные остатки, сырая нефть и другие продукты, возникающие в резуль-

тате утечки (насыщенные и ненасыщенные алифатические углеводороды, а также моноциклические и по-

лициклические ароматические соединения) [3]. Поэтому актуально проведение исследований, направлен-

ных на решение проблем, связанных с загрязне-

нием почвенной среды в результате разлива нефте-

продуктов, оказывающего негативное влияние на 

выращиваемые сельскохозяйственные культуры. В 

результате загрязнения сырой нефтью могут быть 

заблокированы физические свойства почвы, такие 
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как поровые пространства, что приводит к уменьшению аэрации, проникновению воды, увеличению насып-

ной плотности почвы, ведущее к угнетению роста растений. Сырая нефть, плотность которой выше плотно-

сти воды, может снизить или ограничить проницаемость почвы. Кроме того, углеводороды нефти оказы-

вают неблагоприятное воздействие на физические свойства почв, включая уменьшение порового простран-

ства, насыщенную гидравлическую проводимость и увеличенную насыпную плотность. Одним из наиболее 

перспективных методов по очистке загрязненных углеводородами нефти почв является их биоремедиация 

с применением штаммов бактерий, способствующих быстрой деградации нефти [4]. Рекультивация загряз-

ненных почв с использованием микроорганизмов-нефтедеструкторов заключается в одновременной акти-

вации аборигенной микрофлоры почвы бактериями и параллельной интродукцией адаптированных к загряз-

нителю и условиям внешней среды штаммов нефтеокисляющих микроорганизмов [5]. При введении в ток-

сичную среду природных биологически активных полимеров – гуминовых кислот (ГК) благодаря их слож-

ной внутримолекулярной организации происходит не только сорбция нефтяных углеводородов, но и повы-

шение метаболической активности микроорганизмов-нефтедеструкторов за счет того, что гуминовые кис-

лоты выступают в качестве питательного субстрата [6]. Микробиотические особенности гуминовых кислот 

способствуют проявлению сильной деструктивной активности при попадании в почвенную среду, загряз-

ненную углеводородами нефти. 

Цель работы – определить детоксицирующую способность гуминовых кислот совместно с микроор-

ганизмами-нефтедеструкторами рода Rhodococcus по отношению к углеводородам нефти в инертном суб-

страте методом биотестирования с тест-объектом – кресс-салатом. 

Экспериментальная часть 

Объекты исследования – гуминовые кислоты торфов различного генезиса: тростникового низинного 

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

реходного торфа (СПТ) [7], выделенные и охарактеризованные по ранее описанной методике [8, 9]; штаммы 

бактерий Rhodococcus erythropolis S67, Rhodococcus erythropolis X5 [10], входящие в состав биопрепарата 

«МикроБак», применяемого для биоремедиации нефтезагрязненных территорий [11]. Модельные загрязни-

тели: гексадекан – представитель легкой фракции нефти, нефть с нефтеперерабатывающего завода АО «ГА-

ЗПРОМНЕФТЬ-МНПЗ». Тест-объект – кресс-салат «Забава». Тест-отклик – биомасса проростков кресс-са-

лата. Растворы гуминовых кислот готовили по методике, описанной в работе [12]. Микроорганизмы куль-

тивировали в полноценной среде Лурия-Бертани (ЛБ) [13]. Готовые среды стерилизовали автоклавирова-

нием в течение 30 мин при 120 °С. Бактерии выращивали в жидкой питательной среде Луриа-Бертани в 

течение 24 ч для получения инокулята [13]. Эксперимент проводили по методике, описанной в работах [14, 

15]. Варианты опыта: 

1. Контроль (песок); 

2. Контроль + модельный загрязнитель; 

3. Контроль + гуминовые кислоты; 

4. Контроль + гуминовые кислоты+ модельный загрязнитель; 

5. Контроль + гуминовые кислоты + микроорганизмы рода Rhodococcus + модельный загрязнитель. 

Длительность эксперимента составляла 14 суток, после чего определяли биомассу проростков тест-

объекта.  

Обсуждение результатов 

Для изучения связывающей способности гуминовых кислот по отношению к нефти и нефтепродук-

там в присутствии микроорганизмов рода Rhodococcus в почвенных средах был выбран метод биотестиро-

вания [16]. Влияние ГК на морфологические, анатомические, цитологические признаки и физиологическую 

активность растений многообразно. Согласно литературным данным [17, 18], установлено, что гуминовые 

кислоты принимают активное участие в активизации корнеобразования у растений, в изменении селектив-

ности клеточных мембран организмов по отношению к элементам минерального питания. Гуминовые кис-

лоты оказывают положительное воздействие на все фазы митотического цикла клеток и вызывают увеличе-

ние значения митотического индекса в 1.5 раза [18]. 
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Изучали влияние гуминовых кислот на тест-объект кресс-салат. Тест-откликом являлся прирост био-

массы проростков (рис. 1). 

Установлено, что при обработке модельного субстрата раствором гуминовых кислот отмечается уве-

личение биомассы проростков кресс-салата (рис. 1) на 51–84% относительно контроля. Эксперимент пока-

зал, что наибольший положительный эффект на прирост биомассы оказывает внесение в грунт гуминовых 

кислот тростникового низинного торфа [19]: прирост биомассы относительно контроля составил 84%. Из-

вестно, что гуминовые кислоты являются аккумуляторами органического вещества почвы – аминокислот, 

углеводов, пигментов, биологически активных веществ и лигнина [18] и в них концентрируются ценные 

неорганические компоненты почв – элементы минерального питания (азот, фосфор, калий), микроэлементы 

(железо, цинк, медь, марганец, бор, молибден и т.д.), поэтому внесение гуминовых кислот в модельный 

субстрат обеспечивает стимулирование роста и развития проростков, повышение всхожести, энергии про-

растания [15] и, соответственно, прирост биомассы проростков. По величине положительного эффекта на 

биомассу кресс-салата анализируемые гуминовые кислоты располагаются в следующий ряд: ГК ТНТ> ГК 

ЧНТ> ГК СВТ> ГК СПТ. 

Нефть и нефтепродукты в зависимости от фракционного состава и количества оказывают токсическое 

действие на все живые организмы [12, 20]. При концентрации нефти свыше 2 г на 1 кг почвы происходит 

необратимое угнетение растений [12]. Невысокое содержание нефти в почве (0.15%) снижает урожай зер-

новых культур.  

Устанавливали влияние модельных токсикантов на прирост биомассы проростков кресс-салата: при-

сутствие в модельном грунте нефти и гексадекана приводило к снижению прироста биомассы семян. Ми-

нимальное ингибирующее действие на исследуемые параметры отмечено в среде с гексадеканом (рис. 2). 

Полученные значения коррелируют с экспериментальными данными по определению влияния угле-

водородов нефти на посевные качества семян кресс-салата [15]. Выявленный высокий уровень деградации 

тест-объекта под действием нефтезагрязнения субстрата зависит от относительного содержания тяжелых и 

легких фракций в нефти: степень токсичности легкой фракции нефти снижается с уменьшением ее содер-

жания, но увеличивается токсичность ароматических соединений с возрастанием относительного их содер-

жания. Большая часть легкой фракции нефти – гексадекана в загрязненной почве улетучивается, при этом 

тяжелая фракция остается в основном слое почвы, проникает в ризосферу, вызывая высокое губительное 

действие на всю корневую систему. 

Внесение гуминовых кислот сфагнового верхового торфа в грунт, загрязненный гексадеканом, обес-

печивает максимальный прирост биомассы тест-объекта относительно контроля в 2 раза (рис. 3). 

Наибольший стимулирующий эффект получен при внесении гуминовых кислот в грунт, загрязнен-

ный нефтью. Так, на 14-й день учета биомасса была в 3 раза выше по сравнению с теми же показателями, 

полученными на субстрате с нефтью, не обработанном ГК (рис. 3). Максимальный стимулирующий эффект 

наблюдался в присутствии гуминовых кислот черноольхового низинного торфа. 

При добавлении гуминовых кислот совместно с микроорганизмами-нефтедеструкторами рода Rho-

dococcus в загрязненный токсикантами грунт максимальный прирост биомассы проростков относительно 

контроля наблюдался у гуминовых кислот тростникового низинного торфа и микроорганизмов Rh. 

erythropolis S67 в случае загрязнения гексадеканом и гуминовых кислот черноольхового низинного торфа и 

микроорганизмов Rh. erythropolis X5 в случае загрязнения нефтью (рис. 4).  

  

Рис. 1. Влияние гуминовых кислот на биомассу 

проростков кресс-салата 

Рис. 2. Влияние внесения углеводородных 

загрязнителей на биомассу семян кресс-салата 
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Рис. 3. Влияние гуминовых кислот на прирост биомассы проростков кресс-салата в присутствии 

углеводородных загрязнителей 

 

 

Рис. 4. Влияние внесения биокомпозиций на основе гуминовых кислот и микроорганизмов рода 

Rhodococcus на прирост биомассы проростков кресс-салата в присутствии углеводородных 

загрязнителей  

Максимальное стимулирующее действие на тест-объект во всех вариантах экспериментов наблюда-

ется у гуминовых кислот, выделенных из низинных торфов, что связано с содержанием в них большого 

количества азотсодержащих соединений, влияющих на интенсивность микробиологических процессов в 

грунте, обогащенном кислородом, вызывающим стимулирование естественных процессов самоочищения 

эукариот.  

Биомасса проростков кресс-салата на загрязненном грунте в присутствии ГК и микроорганизмов рода 

Rhodococcus во всех вариантах опытов с модельными токсикантами была выше по сравнению с вариантом 

без обработки ГК, что подтверждает стимулирующий и детоксицирующий эффект данных биологических 

систем на тест-культуру.  

Для количественной оценки детоксицирующего действия гуминовых кислот определяли коэффици-

енты детоксикации (D), оцениваемые по относительному уменьшению токсического эффекта модельного за-

грязнителя в присутствии ГК по сравнению с исходным токсическим эффектом модельного загрязнителя: 
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Суммируя выше представленные уравнения, коэффициент детоксикации (D) рассчитывали через ве-

личины соответствующих тест-откликов с помощью следующих уравнений [20]: 
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Полученные данные по коэффициентам детоксикации гуминовых кислот и биокомпозиций на их ос-

нове по отношению к нефтепродуктам представлены на рисунке 5. 

Выявлено снижение токсического эффекта гексадекана гуминовыми кислотами на тест-объект. Мак-

симальный детоксицирующий эффект проявляли ГК СВТ и ГК СПТ: 70–75% (рис. 5). Микроорганизмы Rh. 

erythropolis S67, Х5 увеличивали детоксицирующий эффект гуминовых кислот на 4–11%. Значения D в при-

сутствии микроорганизмов Rh. erythropolis S67 и ГК СВТ, ГК СПТ 76–71%; Rh. erythropolis Х5 и ГК СВТ, 

ГК СПТ 74–82% соответственно. 

В случае нефтезагрязнения максимальный коэффициент детоксикации у ГК ЧНТ и ГК СВТ 22% и 10% 

соответственно (рис. 5). Добавление микроорганизмов рода Rhodococcus увеличивает значения 

коэффициентов детоксикации: максимальные значения в присутствии микроорганизмов Rh. erythropolis Х5 и 

ГК ЧНТ и ГК СВТ 85% и 62%, Rh. erythropolis S67 и ГК ЧНТ и ГК ТНТ 60% и 59% соответственно. Значения 

коэффициентов детоксикации гуминовых кислот совместно с микроорганизмами−нефтедеструкторами пре-

вышают показатели контроля и вариантов опыта с использованием только одних гуминовых кислот.  

Одним из важнейших механизмов утилизации компонентов нефти является образование микроорга-

низмами биосурфактантов или биоэмульгаторов [10]. Они приводят к солюбилизации углеводородов нефти, 

образованию мелкодисперсных эмульсий, в результате чего облегчается контакт микробных клеток с гид-

рофобным субстратом. Данному факту способствуют уникальные биологические, физиологические и био-

химические 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 (пестициды, полихлорированные бифенилы, фенолы, нитрилы). При внесении бактерий-

деструкторов на загрязненный субстрат они прикрепляются к пленке нефти на разделе фаз нефть-вода или 

нефть-почва и включаются в процесс биодеградации углеводородов [21]. 

Полученные результаты служат доказательством перспективности совместного применения гумино-

вых кислот торфов и микроорганизмов Rh. erythropolis S67 и Rh. erythropolis Х5 в качестве экологически 

безопасных ремедиантов нефтезагрязненных почвенных систем, однако для подтверждения эффективности 

совместного действия данных систем необходимо провести эксперименты на реальных образцах и с исполь-

зованием нефтезагрязненных почв. 

 

Рис. 5. Детоксицирующий эффект биокомпозиций на основе гуминовых кислот и микроорганизмов-

нефтедеструкторов рода Rhodococcus по отношению к модельным токсикантам 
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Выводы 

Установлено, что гуминовые кислоты способны стимулировать рост кресс-салата; так, биомасса про-

ростков увеличивается на 51–84% относительно контроля. Максимальный положительный эффект на био-

массу проростков оказывают гуминовые кислоты тростникового низинного торфа, обогащенных лигнином, 

который влияет на основные физико-механические свойства растений. По величине положительного эф-

фекта на биомассу проростков кресс-салата анализируемые образцы гуминовых кислот располагаются в 

следующей последовательности: ГК ТНТ> ГК ЧНТ> ГК СВТ> ГК СПТ. 

Выявлено, что при загрязнении инертного субстрата модельными токсикантами минимальное инги-

бирующее действие на прирост биомассы проростков кресс-салата отмечается в среде с гексадеканом, яв-

ляющимся легкой нефтяной фракцией, что связано с его быстрым улетучиванием с поверхностного слоя 

почвы в отличие от нефти, тяжелые фракции которой проникают в ризосферу, вызывая высокое губительное 

действие на всю корневую систему растения. При добавлении в систему гуминовых кислот токсическое 

действие нефтепродуктов снижается в 1.5–3 раза относительно контроля. Внесение гуминовых кислот сфаг-

нового верхового торфа в грунт, загрязненный гексадеканом, обеспечивает максимальный прирост био-

массы тест-объекта относительно контроля в 2 раза. В случае нефтезагрязнения прирост биомассы пророст-

ков при добавлении в систему гуминовых кислот черноольхового низинного торфа увеличивается в 3 раза 

относительно контроля.  

Совместное применение гуминовых кислот и микроорганизмов-нефтедеструкторов рода Rhodococcus 

в загрязненный токсикантами грунт обеспечивает максимальный прирост биомассы проростков относи-

тельно контроля в случае использования гуминовых кислот тростникового низинного торфа и микроорга-

низмов Rh. erythropolis S67 при загрязнении гексадеканом и гуминовых кислот черноольхового низинного 

торфа и микроорганизмов Rh. erythropolis X5 при загрязнении нефтью. Максимальное стимулирующее дей-

ствие на тест-объект во всех вариантах экспериментов наблюдается у гуминовых кислот, выделенных из 

низинных торфов, что связано с содержанием в них большого количества азотсодержащих соединений, вли-

яющих на интенсивность микробиологических процессов в грунте, обогащенном кислородом, вызывающим 

стимулирование естественных процессов самоочищения эукариот.  

Рассчитаны коэффициенты детоксикации гуминовых кислот отдельно и совместно с микроорганиз-

мами-нефтедеструкторами рода Rhodococcus по отношению к гексадекану: максимальный детоксицирую-

щий эффект проявляли ГК СВТ и ГК СПТ: 70–75%. Микроорганизмы Rh. erythropolis S67, Х5 увеличивали 

детоксицирующий эффект гуминовых кислот на 4–11%. В случае нефтезагрязнения максимальный коэффи-

циент детоксикации у ГК ЧНТ и ГК СВТ 22% и 10% соответственно. Добавление микроорганизмов рода 

Rhodococcus увеличивает значения коэффициентов детоксикации более чем на 50%. Повышенные значения 

коэффициентов детоксикации гуминовых кислот совместно с микроорганизмами-нефтедеструкторами обу-

словлены способностью родококков продуцировать биологически активные сурфактанты, которые в боль-

шей степени эмульгируют и биодеградируют углеводороды нефти в объектах окружающей среды. 
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The stimulating effect of humic acids on the growth of the biomass of the test object was established. А series of positive 

effects on the biomass of seedlings was proposed. The correlation dependence of the effect of toxicants on the cockweed on its 

composition was revealed. It was shown that the light ends of oil has a minimal toxic effect on cockweed due to increased 

volatility, in contrast to petroleum. The detoxifying ability of peat humic acids was established separately and together with oil-

degrading microorganisms of the genus Rhodococcus on the inert substrate by the method of biotesting. Humic acids had a 

stimulating effect on the test object regardless of their genesis. The maximum stimulating effect on the test object was exhibited 

by humic acids isolated from fen peats. The biomass of cockweed seedlings on contaminated soil in the presence of humic acids 

and microorganisms of the genus Rhodococcus in all variants of experiments with model toxicants was higher compared to the 

variant without treatment with humic acids. The detoxification coefficients of humic acids were calculated separately and to-

gether with oil-degrading microorganisms of the genus Rhodococcus in the relation to hexadecane: the humic acids of sphagnum 

high-moor peat and sphagnum transitional peat showed the maximum detoxifying effect: 70−75%. Combined use of humic acids 

and microorganisms Rh. erythropolis S67, Rh. erythropolis X5 increased the detoxifying effect of humic acids by 4−22%. The 

values of the detoxification coefficients vary in the range of 59−85%, depending on the genesis of humic acids and the selected 

strain of microorganisms. The values of the detoxification coefficients of humic acids together with moil-degrading microorgan-

isms of the genus Rhodococcus exceed the indicators of control and experimental options using only humic acids due to the 

ability of Rhodococcus to produce biologically active surfactants capable of more emulsification and biodegradation of oil hy-

drocarbons in the environment. 

Keywords: humic acids, oil, petroleum products, oil-degrading microorganisms, Rhodococcus, detoxification coefficient. 
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