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Исследовано влияние концентрации и состава гуминовых кислот (ГК) на биодеструкцию нефтяных
углеводородов. ГК получены из бурого окисленного угля щелочной экстракцией и при механообра-
ботке угля в присутствии 3 и 8 мас. % NaOH (ГК1 и ГК2). Показано, что твердофазный щелочной
гидролиз в присутствии 8 мас. % NaOH с последующим выделением ГК2 водой приводит к повы-
шению степени ароматичности и количества фенольных групп. Почвенная микрофлора, стимули-
рованная ГК1 и ГК2, обладает повышенной деструктивной нефтеокисляющей активностью. Мето-
дом спектрофотометрии установлено снижение концентрации фенантрена в растворе за счет обра-
зования комплекса при взаимодействии с гуминовыми кислотами.
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ВВЕДЕНИЕ
Проблема детоксикации, очистки и восстанов-

ления свойств и плодородия почв, загрязненных
нефтью и нефтепродуктами, является важной и
актуальной в деятельности нефтедобывающих,
транспортирующих и нефтеперерабатывающих
предприятий. К наиболее токсичным компонен-
там нефти относятся легкие фракции и аромати-
ческие углеводороды. Большую опасность для
живых организмов представляет группа полицик-
лических ароматических углеводородов (ПАУ),
характеризующихся ярко выраженной мутаген-
ностью и канцерогенностью [1].

Способы ликвидации последствий нефтеза-
грязнения почвы и водных бассейнов, помимо
сорбционных процессов, основаны на биодегра-
дации нефтяных углеводородов, связывании и
детоксикации органических загрязнителей [2].
Интенсивность и характер биодеградации нефтя-
ных углеводородов в почве определяются пита-
тельной средой и функциональной активностью
углеводородокисляющих микроорганизмов, при-
сутствующих в почве [3, 4]. При этом предполага-
ется не только внесение биопрепаратов, содержа-
щих углеводородокисляющие микроорганизмы,
но и активация аборигенной микрофлоры загряз-

ненных объектов [2]. Сырьем для производства
биопрепаратов служат торф и бурый уголь, по-
верхностно активными веществами которых яв-
ляются гуминовые кислоты (ГК), стимулирую-
щие активность микроорганизмов при биодегра-
дации углеводородов [5–7].

Сорбционные и детоксицирующие свойства
ГК по отношению к органическим загрязнителям
зависят от их функционального состава. Способ-
ность вступать в ионные и донорно-акцепторные
взаимодействия, образовывать водородные связи
определяется наличием в молекулах ГК широко-
го спектра функциональных групп в сочетании с
ароматическими фрагментами [8, 9]. Благодаря
этому ГК связывают экотоксиканты (пестициды,
полициклоароматические углеводороды, тяже-
лые металлы) в нетоксичные комплексы [10–13].

Структурно-групповые параметры ГК опреде-
ляются способом их выделения [14–16]. Установ-
лено, что при минимальных значениях количе-
ства щелочи выход ГК понижен, но при этом вы-
ше их степень ароматичности и биологическая
активность [17]. Условия механообработки (МО)
твердых каустобиолитов позволяют снизить ще-
лочность среды и при этом повысить выход ГК и
детоксицирующую способность [18, 19].
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Цель данной работы – исследование влия-
ния способа выделения ГК на их детоксицирую-
щие свойства по отношению к нефтяным углево-
дородам.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Объектами являлись гуминовые кислоты (ГК),
выделенные из бурого окисленного угля (ОУ, ме-
сторождение Чай-Кэнул, Китай). Техническая
характеристика ОУ: зольность – 16.8 мас. % влаж-
ность – 16.7 мас. %, содержание ГК – 35.7 мас. %.

Механообработку угля проводили в планетар-
ной мельнице АГО-2 (Новосибирск) в присут-
ствии 3 и 8 мас. % NaOH (х.ч., “ХПК-Групп”,
Пенза) [20, 21].

Гуминовые вещества из исходного угля и по-
сле МО с 3 мас. % (ГК1) выделяли 0.1 н. NaОН
при температуре 90°С в течение 1 ч (рН 11.5), из
угля после МО с 8 мас. % NaOH (ГК2) – дистил-
лированной водой при 20°С (рН 8.5). Растворы
фильтровали и осаждали ГК 0.1 н. НCl (рН 2).
Осадок ГК промывали на фильтре дистиллиро-
ванной водой.

Содержание кислых ионогенных групп в ГК
определяли методом потенциометрического тит-
рования. Навеску ГК растворяли в 0.1 н. NaОН,
добавляли насыщенный раствор NаСl (ч., “ХПК-
Групп”, Пенза) для создания постоянной ионной
силы раствора и титровали 0.1 н раствором HCl
(Химпром, Кемерово).

Элементный состав гуминовых кислот опреде-
ляли на элементном анализаторе Vario El Cube
(Германия). Фрагментный состав получен мето-
дом ЯМР 13С-спектрометрии на радиоспектро-
метре Bruker 300 (Германия) при рабочей частоте
100 МГц с использованием методики фурье-пре-
образования с накоплением. Ширина развертки
спектра составляла около 26000 Гц, время реги-
страции сигнала спада свободной индукции 0.6 с,
интервал между импульсами 8 с при ширине им-
пульса 90°, длительность накопления спектра
24 ч. Навеску препарата 50–70 мг растворяли в
0.7 см3 0.3 М NaOD.

Вольтамперометрическим методом катодного
восстановления кислорода с использованием
ртутного пленочного электрода определяли кри-
терий антиоксидантной активности (АОА) К. Фо-
новым электролитом являлся фосфатный буфер
(“ИМС”, Москва, рН 6.8). Навеску анализируе-
мого вещества 5 · 10–3 г растворяли в 5 мл 0.1 н
NaOH. Антиоксидантная активность К отражает
количество кислорода и активных кислородных
радикалов, прореагировавших с антиоксидантом
за минуту времени [22].
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где I – ток электровосстановления (ЭВ О2) в при-
сутствии ГК в растворе, мкА; I0 – ток ЭВ О2 в от-
сутствие ГК в растворе, мкА; – исходная кон-
центрация кислорода в растворе, мкмоль/л; t –
время протекания процесса, мин.

Для создания нефтезагрязнения в дерново-
подзолистую почву при интенсивном перемеши-
вании вносили высокопарафинистую нефть в ко-
личестве 15 г/кг. Детоксицирующими агентами
нефтезагрязнений являлись растворы ГК при
рН 7 и концентрации 0.005–0.05 мас. %. В тече-
ние 8 нед. определяли численность почвенной
микрофлоры на примере гетеротрофов разных
физиологических групп методом посева на селек-
тивные среды. Контролем служила численность
микроорганизмов в чистой и нефтезагрязненной
почве.

В нефтезагрязненной почве определяли содер-
жание битумоидов экстракцией хлороформом.
Методом колоночной хроматографии из сырой
нефти и битумоидов в образцах нефть/почва/ГК
(НПГК), нефть/почва/ГК1 (НПГК1) и нефть/поч-
ва/ГК2 (НПГК2) выделяли парафинонафтеновые
углеводороды (ПНУВ), ароматические углеводо-
роды (АУВ), смолы и асфальтены.

Индивидуальный состав н-алканов анализи-
ровали на газовом хроматографе Agilent-6890
(США). Калибровка проводилась с использова-
нием н-С20.

Для количественной оценки взаимодействия
фенантрена с ГК в водной среде использовался
метод спектрофотометрии на спектрофотометре
Agilent Cary Win (США). В исследуемый раствор с
известной концентрацией фенантрена (5 · 10–5–
4 · 10–4 г/л) добавляли раствор ГК с концентраци-
ей 0.005–0.01 г/л и определяли оптическую плот-
ность при той же длине волны. Математическую
обработку полученных спектров осуществляли с
помощью программы Assayer.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Известно, что на выход и состав ГК суще-

ственно влияют условия щелочной экстракции.
Согласно [12, 21], для максимального извлечения
ГК из угля требуется проводить экстракцию с по-
вышенным количеством щелочи. Исследования
показали, что при щелочной экстракции ОУ из-
влекается 35.7 мас. % ГК, в процессе МО угля с
3 мас. % NaOH – 55.4 мас. %, а при 8 мас. % NaOH
образуются механокомпозиты, из которых водой
экстрагируется 79.0 мас. % водорастворимых гу-
миновых веществ, содержащих 61.4 мас. % ГК.

По результатам анализа элементного состава
ГК1 и ГК2 в большей степени обогащены кисло-
родом по сравнению с ГК, выделенными щелоч-
ной экстракцией (табл. 1). Данные ЯМР 13С-спек-

2
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троскопии свидетельствуют об одинаково высо-
кой степени ароматичности (ΣCar + CarO) молекул.
В ГК1 и ГК2 повышается доля окисленных аро-
матических фрагментов, представленных в виде
показателя СarO/Car + CarO, и снижается содер-
жание окисленных алкильных фрагментов
СalkO/Сalk (табл. 1). По результатам потенциомет-
рического титрования кислородсодержащих
групп в ГК2 в большей степени возросло содер-
жание фенольных гидроксилов и снизилось ко-
личество карбоксильных групп (табл. 2). Более
мягкие условия щелочной экстракции ГК2
(рН 8.5) определили фрагментный и функцио-
нальный состав молекул.

При окислении органических веществ в каче-
стве первичных продуктов реакции образуются
гидропероксиды, которые распадаются на ради-
калы, зарождающие цепи окисления с образова-
нием активных форм кислорода (АФК), что при-
водит к оксидативному стрессу. АФК постоянно
образуются в живых клетках как продукты нор-
мального метаболизма кислорода и являются
причиной их разрушения [23]. Нейтрализация ра-
дикалов и прекращение цепной реакции в биоло-
гических объектах осуществляются антиоксидан-
тами (АО). Механизм действия АО ГК заключает-
ся в реакции диспропорционирования АФК [22].

Антиоксидантная активность (К) существенно
возрастает для образца ГК2, в составе молекул ко-
торых выше доля ароматических фрагментов и
фенольных гидроксилов. Это обеспечивает кон-
троль АФК и является важной протекторной си-
стемой в биохимических процессах (табл. 2).

Снижение щелочности при экстракции, как
показали авторы [17], приводит к увеличению
степени ароматичности и количества гидрок-
сильных групп в составе ГК1 и ГК2, которые спо-
собны участвовать в окислительно-восстанови-
тельных реакциях.

Окисление нефти начинается сразу после ее
попадания в почву. Общими чертами этого про-
цесса являются разрушение метано-нафтеновых
фракций, относительное увеличение доли смоли-
стых веществ в нефти, переход части нефтяных
компонентов в нерастворимые в органических
растворителях формы. Скорость изменения со-
держания отдельных углеводородов и фракций
зависит от природно-климатических зон, состава
исходной нефти и стимулирования биодеграда-
ции нефти.

Количество битумоидов в почве без добавок
ГК через 8 нед. эксперимента составило 96.0 мас. %
(рис. 1). При обработке почвы водными раствора-
ми гуминовых кислот максимальная степень де-
градации нефти наблюдалась при концентрации
0.03 мас. %. При более высоких концентрациях
отмечено снижение стимулирующего эффекта ГК,
отразившегося на биодеградации нефтяных угле-
водородов. Из этого эксперимента следует, что
процесс биодеградации нефти при низких кон-
центрациях превалирует над процессом адсорб-
ции, проявляющимся при более высоких концен-
трациях ГК.

В чистой и нефтезагрязненной почвах парал-
лельно деградации нефти определялась числен-
ность гетеротрофных микроорганизмов через
8 нед культивирования (рис. 2). В чистой почве

�

�
O2 + e� + H+ ������  HO2

HO2 + e� + H+ �����   H2O2

2H2O2 �����       2H2O + O2
ГК

Таблица 1. Элементный и фрагментный состав гуми-
новых кислот

Параметр ГК ГК1 ГК2

Атомное отношение
H/C 1.14 1.15 1.16
O/C 0.48 0.51 0.54
Фрагментный состав
Сar + CarO 40.0 42.0 45.2

Car/ƩСar + CarO 0.28 0.32 0.37

CalkO/Calk 0.37 0.32 0.28

Содержание С=О, отн. % 15.8 13.6 14.5

Таблица 2. Функциональный состав и критерий антиоксидантной активности гуминовых кислот

Образец
Функциональный состав, мг-экв./г

К, мкмоль/л мин
ArOH ArCOOH CnCOOН

ГК 9.1 ± 0.2 4.8 ± 0.2 1.1 ± 0.1 0.368

ГК1 10.3 ± 0.4 5.5 ± 0.1 0.8 ± 0.1 0.438

ГК2 11.8 ± 0.3 4.5 ± 0.2 0.8 ± 0.1 0.695
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гетеротрофные микроорганизмы присутствуют в
количестве 3.5 · 105 кл/г. В нефтезагрязненной
почве их численность резко падает и максималь-
но возрастает при добавлении раствора ГК2 в
концентрации 0.03 мас. %.

Корреляция между деградацией и численно-
стью микрофлоры отразилась на составе битумо-
идов, экстрагируемых из нефтезагрязненной
почвы. В табл. 3 показано, что за исследуемый
период времени в битумоидах снизилось количе-
ство парафинонафтеновых углеводородов, в
меньшей степени – содержание ароматических
углеводородов. При этом возросло содержание
смол и асфальтенов. Изменения в составе биту-
моидов связаны с усилением активности поч-
венной углеводородокисляющей микрофлоры.
Повышение биодоступности связывают с образо-
ванием комплекса ГК с углеводородами и целена-
правленным переносом его к клеткам бактерий.
В [24] показано, что после МО углей выделенные
ГК характеризуются возрастанием поверхност-
ной активности, что связано с увеличением гид-
рофобности молекул и количества кислородсо-
держащих групп.

Известно, что среди нефтяных компонентов
микробиологической деградации в первую оче-
редь подвергаются УВ нормального строения.
Изменения в составе н-алканов в образцах биту-
моидов НПГК и НПГК2 наиболее наглядно де-
монстрируют деструкцию углеводородов (рис. 3).
В составе н-алканов из битумоидов снижается со-
держание углеводородов С12–С19. Максимум в
молекулярно-массовом распределении н-алка-
нов в нефти приходится на С17–С18, в битумоидах
НПГК – С19–С21, НПГК2 – С22–С24.

Для оценки деградации нефти используют по-
казатели, приведенные в табл. 4. Содержание
н-алканов С12–С18 в нефти выше в 1.5–1.6 раза по
сравнению с битумоидами из нефтезагрязненной
почвы. При этом в битумоидах НПГК и НПГК2
возросло содержание н-алканов С19–С27, менее
подверженных микробиологической деструкции
за указанный период времени. Об уменьшении
доли углеводородов средней молекулярной массы
свидетельствует изменение показателя нС17/нС27.
Процесс биохимического окисления углеводоро-
дов связан с изменением разветвленности углево-
дородных цепей. Показатель iC19 + iC20/нС17 + нС18
позволяет оценить глубину процессов биодегра-
дации нефти. Из табл. 4 видно, что в битумоиде
НПГК2 в большей степени снижается содержа-
ние iC19 + iC20. Исходя из этого, присутствие гу-
миновых кислот в почве стимулирует процесс
биохимического окисления.

Известно, что три- и тетрациклические угле-
водороды в нефти подвержены биодеградации
[25]. Роль ГК в снижении токсичности нефтяных
АУВ заключается в связывании их в комплексы за
счет наличия в структуре гидрофобного аромати-
ческого каркаса. Этот факт подтверждается мето-

Рис. 1. Зависимость степени деградации нефти от
концентрации гуминовых кислот.
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Рис. 2. Количество гетеротрофных бактерий в нефте-
загрязненной почве в присутствии гуминовых кислот.
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Таблица 3. Групповой состав нефти и битумоидов из
нефтезагрязненной почвы

Состав
Содержание, мас. %

нефть НПГК НПГК1 НПГК2

ПНУВ 83.2 ± 7.5 76.3 ± 6.0 75.4 ± 6.3 73.4 ± 6.3

АУВ 11.2 ± 0.9 9.2 ± 0.8 9.1 ± 0.9 8.8 ± 0.8

Смолы 4.0 ± 0.4 10.0 ± 0.9 10.5 ± 0.8 12.8 ± 0.8

Асфальтены 1.6 ± 0.1 4.5 ± 0.4 5.0 ± 0.5 5.0 ± 0.5
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дом спектрофотометрии при определении кон-
центрации фенантрена, поглощенного молекула-
ми ГК. Образование комплекса ГК-АУВ зависит
от концентрации ГК и фенантрена (рис. 4). Мак-
симальное поглощение фенантрена образцом ГК
наблюдалось при его концентрации 5 · 10–4 г/л и
составило 43 отн. %. При возрастании концентра-
ции фенантрена остаточная доля токсичного ве-
щества в растворе увеличивается, что указывает
на ограниченную поглощающую способность
ГК. Наибольший эффект связывания фенантрена
отмечается в присутствии молекул ГК2, характе-
ризующихся большей степенью ароматичности.
При увеличении концентрации ГК образуются
крупные мицеллоподобные агрегаты, затрудняю-
щие доступ молекул фенантрена к ароматиче-
ским фрагментам, поэтому их взаимодействие в
этом случае не столь значительно.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Повышенной деструктивной окислительной
активностью по отношению к нефти обладает
почвенная микрофлора, стимулированная по-
движными водными растворами гуминовых кис-

лот. Максимальная деструкция нефти и рост чис-
ленности гетеротрофных микроорганизмов на-
блюдались в присутствии 0.03 мас. % ГК,
молекулы которых характеризуются большей
гидрофобностью и количеством кислородсодер-
жащих групп. Увеличение концентрации ГК вы-
звало снижение уровня деградации нефтяных уг-
леводородов, что может быть связано с ингибиро-
ванием деятельности микроорганизмов.

Стимулирование растворами ГК процесса
окислительной деструкции нефтяных углеводо-
родов подтверждается уменьшением количества
легких углеводородов и ростом доли смолистых
компонентов. Модельный эксперимент с деток-
сикацией фенантрена показал, что существенное
снижение его концентрации достигается в при-

Рис. 3. Молекулярно-массовое распределение н-алканов в битумоидах из НП, НПГК НПГК2.
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Таблица 4. Показатели деградации нефти

Показатель Нефть НПГК НПГК2

ƩнС12–нС18 42.8 29.2 26.5
ƩнС19–нС27 51.4 57.7 61.0
нС17/нС27 2.9 1.9 1.9
ƩiC19 + iC20/нС17 + нС18 0.28 0.8 0.7
2нС29/нС28 + нС30 1.02 0.9 0.8

Рис. 4. Зависимость поглощения фенантрена гумино-
выми кислотами от концентрации фенантрена в рас-
творе.
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сутствии гуминовых кислот с более высокой до-
лей ароматических фрагментов в их составе.
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