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Нефтяные масла – это
жидкие смеси высоко-
кипящих (высокомоле-

кулярных) углеводородов, глав-
ным образом алкилнафтеновых
и алкилароматических, полу-
чаемые переработкой нефти.
Для придания маслам необходи-
мых свойств в них вводят специ-
альные присадки. По назначе-
нию различают моторные, авто-
мобильные, дизельные, авиа-
ционные, трансмиссионные, ин-
дустриальные, вакуумные и про-
чие масла, которые применяют-
ся в промышленности и быту

для смазки механизмов, в каче-
стве рабочих жидкостей в раз-
личных гидросистемах, в элек-
троэнергетике для изоляции и
охлаждения электросилового
оборудования и т.д.

Отработанные нефтяные мас-
ла токсичны сами по себе, кроме
того, процесс их утилизации
осложняется наличием приса-
док. На фоне ежегодного миро-
вого потребления около 50 млн т
моторных масел повторному ис-
пользованию или утилизации
подвергается только четверть
этого объема. Остальное попада-

ет в окружающую среду: в водо-
емы, почву, канализацию, атмо-
сферу, представляя опасность
для здоровья человека, животно-
го и растительного мира [1]. Все-
го 1 л отработанного моторного
масла, попав в почву, делает не-
пригодным от 100 до 1000 т
грунтовых вод. По оценкам эко-
логов, более 40 % поверхности
воды в мире покрыто пленкой
отработанных автомобильных и
авиационных масел [2, 3]. 

Весь спектр смазочных масел,
попадая в окружающую среду,
лишь частично удаляется или
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Проведены пилотные испытания микробиологического метода утилизации отработанных нефтяных масел (ОМ) ранее разработан-
ным консорциумом углеводородокисляющих микроорганизмов (УОМ): Aquamicrobium lusatiense штамм 854/1 (AM884147),
Pseudomonas aeruginosa штамм HNYM10 (JN999888), Paracoccus aminophilus штамм ATCC 49673 (NR_042715), Gordonia hydrophobi-
ca strain DSM 44015 (NR_026254), Bacillus pumilus strain ATCC 7061 (NR_043242). При культивировании в проточных условиях на жид-
кой минеральной среде с отработанным маслом их численность возрастала с 1,5–2·104 КОЕ/мл до 5–6·109 КОЕ/мл, что сопровожда-
лось значительным ростом их ферментативной активности. Эффективность биодеструкции масла при его исходной концентрации
25 и 50 % по массе составила 93–94 % за 60 сут. Все углеводороды в составе масла в той или иной степени подверглись микробио-
логическому окислению, и, в зависимости от строения, степень их утилизации составила 82–100 %. 
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Pilot testing of a microbiological method for disposal of spent hydrocarbon oils (HO) by a previously developed consortium of hydrocarbon ox-
idizing microorganisms (HOM): Aquamicrobium lusatiense strain 854/1 (AM884147); Pseudomonas aeruginosa strain HNYM10 (JN 999888),
Paracoccus aminophilus strain ATCC 7061 (NR_043242), Gordonia hydrophobica strain DSM44015 (NR_926254), Bacillus pumilus strain
ATCC 7061 (NR_043242). When cultivated under flow conditions in liquid mineral medium with spent oil, their population increased from
1,5–2·104 CFU/ml to 5–6·109 CFU/ml, which was accompanied by a significant increase in their enzymatic activity. The effectiveness of
biodegradation of oil at its initial concentration of 25 and 50 wt. % was 93–94 % during 60 days. All hydrocarbons in the composition of the oil
to some extent underwent microbiological oxidation, and, depending on the structure, the degree of their disposal was 82–100 %.
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обезвреживается в результате
природных процессов самоочи-
щения. Регенерация отработан-
ных масел даже современными
способами остается дорогостоя-
щим процессом и в ряде случаев,
особенно для смесей масел, не
всегда технологически осуще-
ствима. Поэтому для утилизации
отработанных масел разработано
множество методов – механиче-

ских, термических, физико-хи-
мических, термохимических и
биологических [4, 5, 7]. Многие
из этих способов требуют ис-
пользования специального обо-
рудования, что также существен-
но увеличивает стоимость пере-
работки [6]. 

Биологические подходы уже
более 30 лет успешно исполь-
зуются для ликвидации нефтяных
загрязнений почв и акваторий.
Биологические методы утилиза-
ции в ряде случаев могут служить
достойной альтернативой физи-
ко-химическим, поскольку спо-
собны приводить к полному раз-
ложению органического материа-
ла до экологически безопасных
продуктов метаболизма – угле-
кислый газ, воду, биоразлагаемую
массу, обладая при этом невысо-
кой себестоимостью [8]. Углево-
дороды, относясь к группе хими-
чески стойких органических ве-
ществ, разлагаются многими мик-
роорганизмами [9].

Ранее нами было показано,
что в лабораторных условиях в
проточной культуре (с периодиче-
ским удалением части культураль-
ной жидкости и заменой свежей
питательной средой) биодеструк-
ция отработанного масла подо-
бранным консорциумом углево-
дородокисляющих микроорганиз-
мов достигла 60—69 % при его ис-
ходной концентрации 25—50 %
[10]. После замены механическо-
го перемешивания культуральной
среды на ее аэрацию компрессо-
ром степень утилизации масла
повысилась до 92 % при тех же
начальных концентрациях [11]. 

Цель данной работы – пилот-
ные испытания биологического
метода утилизации отработанных
масел ранее разработанным кон-
сорциумом углеводородокисляю-
щих микроорганизмов в проточ-
ных условиях в реакторе большо-
го объема с барботированием.

Экспериментальная часть

Объектом исследования была
смесь отработанных масел, пре-
доставленная Сибирским хими-
ческом комбинатом (СХК), ис-
пользованная на Химико-мета-
лургическом заводе (ХМЗ) в це-
хе по изготовлению и ремонту
оснастки. Смесь включала в себя
вакуумные масла из вакуумных и
диффузионных насосов, инду-
стриальные масла из станков ме-
таллообработки и машинные

масла различных марок в не-
известной пропорции.

Консорциум углеводород -
окисляющих микроорганизмов
включал пять активных культур,
взятых в равных соотношениях:
Aquamicrobium lusatiense, штамм
854/1 (AM884147); Pseudomonas
aeruginosa, штамм HNYM10
(JN999888); Paracoccus amino -
philus, штамм ATCC 49673
(NR_042715); Gordonia hydro -
phobica, штамм DSM 44015
(NR_026254); Bacillus pumilus,
штамм ATCC 7061 (NR_043242).
Идентификация штаммов до вида
проводилась с помощью анализа
генов, кодирующих 16S рРНК.

Пилотные испытания прово-
дили в эмалированном химиче-
ском реакторе на 120 л с термо-
статируемой рубашкой и ниж-
ним сливом (рис. 1). Среда для
культивирования представляла
собой нестерильный раствор со-
лей и поверхностно-активных
веществ (ПАВ) на водопровод-
ной воде следующего состава,
г/л: NaCl – 2; NH4NO3 – 10;
K2HPO4 – 0.7; KH2PO4 – 0.3;
неонол – 0.35; волгонат – 0.15.
Отработанное масло вносили в
концентрациях 25 и 50 % по мас-
се (45 кг воды и 15 кг масла или
30 кг воды и 30 кг отработанно-
го масла соответственно). Ино-
кулят исследуемого консорциума
ассоциации УОМ, предваритель-
но выращенный в лабораторных
условиях из чистых культур и со-
держащий 107 КОЕ/мл, вносили
в культуральную среду в объеме
10 мл. Аэрацию и перемешива-
ние обеспечивали барботирова-
нием воздуха через специально
изготовленный разветвленный
аэратор с выходными отверстия-
ми диаметром 0,7 мм (рис. 2).

Продолжительность экспери-
мента составила 60 сут при тем-
пературе 25—28 C°. С периодич-
ностью в 7 сут реактор останав-
ливали и после часового от -
стаивания проводили замену
10 %-ной культуральной жидко-
сти на свежую питательную сре-
ду. Отбор водной фазы жидкости
с продуктами метаболизма про-
водили через нижний слив. 

В течение всего опыта опреде-
ляли численность микроорганиз-
мов и ферментативную актив-
ность: численность клеток – посе-
вом разведений культуральной
среды на плотную агаровую среду
с последующим подсчетом числа
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Рис. 1. Внешний вид реактора
Fig. 1. Appearance of the reactor

а)

б)

Рис. 2. Аэратор внутри реактора в начале
(а) и в конце (б) опыта
Fig. 2. Aerator inside the reactor at the beginning (a)
and at the end (b) of experience



колоний [12]; каталазную актив-
ность – газометрическим методом
по скорости распада пероксида во-
дорода, выраженной в мл О2 на
1 мл среды за 1 мин; активность
дегидрогеназы, пероксидазы и по-
лифенолоксидазы – фотоколори-
метрическими методами [13]. 

Остаточное содержание отра-
ботанного масла в культуральной
среде после эксперимента опре-
деляли весовым методом. Из
всего объема культуральной
жидкости проводилась хлоро-
форменная экстракция в дели-
тельной воронке, экстракт осво-
бождали от хлороформа на ро-
торном испарителе и взвешива-
ли, по разнице веса определяя
степень утилизации масла [14]. 

Кроме того, исследовали изме-
нение группового и индивидуаль-
ного состава смеси отработанных
масел методом хроматомасс-спек-
трометрии (ГХ-МС) на магнитном
хроматомасс-спектрометре DFS
фирмы "Thermo Scientific" (Герма-
ния) с кварцевой капиллярной
хроматографической колонкой
фирмы "Thermo Scientific".

Обработку результатов осу-
ществляли с помощью статистиче-
ского пакета Excel MS office 2003).

Результаты 
и их обсуждение

Несмотря на проточные усло-
вия культивирования, динамика
численности микрофлоры имела
характер S-образной кривой
(рис. 3): временной промежуток
10—11 сут может быть расценен
как период адаптации, на 11—15-е
сутки пришлась фаза экспонен-
циального роста, после которой
численность колебалась в пре де -
лах 2,0—4,5·108 КОЕ/мл либо
2,0—6,0·108 КОЕ/мл для вариантов
с 25 и 50 % масла соответственно.
Наличие нескольких максимумов
численности объясняется особен-
ностями утилизации многокомпо-
нентного субстрата, каким являет-
ся масло как смесь углеводородов
разного строения. Еженедельное
обновление культуральной среды,
избавляющее микробное сообще-
ство от ингибирующих дальней-
ший рост продуктов метаболизма
и поставляющее минеральные
био генные элементы (азот и фос-
фор), позволило поддерживать вы-
сокую численность УВ микроорга-
низмов в течение длительного вре-
мени – до 55—57 сут. Снижение
численности в конце эксперимен-

та связано, возможно, с исчерпа-
нием доступного для окисления
субстрата (изменением его состава
в сторону снижения доли легких
насыщенных УВ и роста содержа-
ния более тяжелых и ароматиче-
ских УВ) либо с недостатком био-
генных элементов/ингибировани-
ем продуктами метаболизма. Эти
проблемы можно решить заме-
ной культуральной жидкости
свежей средой либо в больших
объемах, либо с более частой пе-
риодичностью. В случае исполь-
зования современных промыш-
ленных реакторов эти процессы
могут осуществляться автомати-
чески при контроле основных
параметров среды (содержания
субстрата, кислорода, биогенных
элементов и пр.)

К концу эксперимента отмече-
но изменение соотношения от-
дельных культур УОМ в ассоциа-
ции: доминировали Pseudo monas
aeruginosa – 40 %, Para coccus
aminophilus – 30 %; на Aquamicrobi-
um lusatiense, Gordonia hydrophobica
и Bacillus pumiluss приходилось
приблизительно по 10 %. 

Кроме численности микрофло-
ры для оценки интенсивности
биодеструкции может быть ис-
пользована ферментативная ак-
тивность микробной популяции.
Ведущую роль в биодеструкции
играют окислительно-восстанови-
тельные ферментативные реакции,

катализируемые широким спек-
тром оксидоредуктаз [15]. Одним
из показателей интенсивности
процессов может служить оценка
каталазной активности, играющей
немаловажную роль в кислород-
ном обмене. Такие ферменты, как
дегидрогеназы осуществляют вве-
дение одного атома кислорода из
его молекулярной формы в конце-
вую метильную группу углеводо-
рода и отвечают в основном за
окисление алифатических цепо-
чек. А особенность механизма
действия пероксидазы и полифе-
нолоксидазы – это отсутствие
специфичности по отношению к
субстрату, поэтому они катализи-
руют окисление практически лю-
бых ароматических и гетероцикли-
ческих соединений, входящих в
состав отработанных масел и при-
надлежащих к числу наиболее
опасных загрязнителей окружаю-
щей среды.

Уже с первых суток экспери-
мента отмечено увеличение актив-
ности всех исследованных фер-
ментов, что свидетельствует об ин-
тенсивных процессах биодеструк-
ции химических соединений раз-
ной структуры, входящих в состав
отработанного масла (табл. 1). На
протяжении всего эксперимента
для двух вариантов опыта (с 25 и
50 % по массе масла) отмечалась
высокая активность исследуемых
ферментов, снижение ее началось
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Исходная кон-
центрация мас-
ла, % по массе

Ферменты

Каталаза,
мл О2/мл

Дегидрогеназа Пероксидаза 
Полифенол -

оксидаза 

мг/мл

10 сут

25 3,3±0,1 0,41±0,02 0,49±0,04 0,39±0,02

50 3,4±0,2 0,40±0,03 0,52±0,03 0,38±0,02

30 сут

25 7,6±0,3 0,58±0,04 0,63±0,01 0,49±0,01

50 7,5±0,2 0,61±0,03 0,64±0,02 0,49±0,02

55 сут

25 5,0±0,3 0,43±0,03 0,48±0,02 0,38±0,02

50 5,2±0,3 0,48±0,02 0,52±0,03 0,41±0,01

Таблица 1. Активность ферментов при различной продолжительности
биодеструкции отработанного масла 25 и 50 % по массе
Table 1. The enzyme activity at different durations of biodegradation of spent oil 25 and
50 % by weight

Исходная кон-
центрация мас-
ла, % по массе

Масса масла, кг Потеря массы
образца, кг

Степень био -
деструкции, %в начале опыта в конце опыта

25 15 0,9±0,1 14,1±0,1 94,0±0,2

50 30 2,0±0,2 28,0±0,2 93,3±0,3

Таблица 2. Остаточное содержание отработанного масла после 60 сут
биодеструкции 
Table 2. The residual content of spent oil after 60 days of biodegradation



после 50—55 сут опыта, так же как
и численности микрофлоры. 

По завершении эксперимента
было определено остаточное со-
держание отработанного масла
(табл. 2). В обоих вариантах до-
стигнута высокая степень биоде-
струкции – 93—94 % – прак -
тичес ки вне зависимости от на-
чальной концентрации субстрата
(см. табл. 2).

Уменьшение массы отработан-
ных масел после биодеструкции
сопровождалось значительным из-
менением их химического состава:
по данным ГХ-МС, содержание

всех определяемых углеводород-
ных компонентов снизилось на
82—100 % (табл. 3). 

Известно, что окисление УВ
происходит с неодинаковой ско-
ростью, и в первую очередь био-
трансформируются молекулы,
имеющие наименьшую энергию
разрыва связей и молекулярную
массу. Реакционная способность
уменьшается в ряду: н-алканы >
изо-алканы > циклоалканы > аро-
матические соединения. В данном
опыте биодеструкция низко- и
среднемолекулярных н-алканов
(С11—С23) составила 100 %, нафте-

новых УВ (циклогексанов) и их
метилзамещенных гомологов –
97—98 %, а ароматических соеди-
нений различного строения –
82—93 % (см. табл. 3), что согласу-
ется с классической схемой мик-
робиологического окисления УВ
различного строения.

В целом, биологический метод
утилизации ОМ может служить
альтернативой физико-химиче-
ским, поскольку способен приво-
дить к практически полному раз-
ложению органического материала
и имеет невысокую себестоимость.
К недостаткам метода можно от-
нести относительно невысокую
скорость процессов, требователь-
ность к внешним условиям (тем-
пературы, рН, минерального пита-
ния, аэрации). Конечным продук-
том биотрансформации будет яв-
ляться микробная масса, которая
может быть использована для раз-
личных целей. 

Заключение

Пилотные испытания биоло-
гического метода утилизации от-
работанных масел показали его
высокую эффективность: при
исходных концентрациях суб-
страта 25 и 50 % по массе его
утилизация за 60 сут опыта со-
ставила 93—94 %, что сопровож-
далось глубокими изменениями
его состава. Степень биодеструк-
ции УВ компонентов разного
строения варьировала от 82—93
до 100 % в зависимости от строе-
ния и молекулярной массы.

Разработанный консорциум из
пяти видов углеводородокисляю-
щих микроорганизмов Aqua -
microbium lusatiense, Pseudomonas
aeruginosa, Paracoccus aminophilus,
Gordonia hydrophobica и Bacillus
pumiluss проявил высокую актив-
ность при биохимическом окисле-
нии смеси масел: численность
микроорганизмов за 10—11 сут
возрастала от нескольких тысяч до
109 КОЕ/мл, сохраняясь на этом
уровне до 50—55 сут. Это сопро-
вождалось высокой активностью
окислительно-восстановительных
ферментов, участвующих в биоде-
струкции углеводородов. 

Опытно-промышленные ис-
пытания прошли первичную ста-
дию, которая свидетельствует о
возможности использования
биологического подхода для ути-
лизации маслосодержащих орга-
нических отходов в полупро-
мышленных масштабах. 
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Рис. 3. Динамика численности ассоциации УОМ при биодеструкции
отработанного масла в 25 %-ной (1) и 50 %-ной (2) концентрациях 
Fig. 3. The dynamics of the number of association HOM with the biodegradation of
spent oil in 25 % (1) and 50 % (2) concentrations

УВ

Концентрация вещества в масле, мкг/г
Степень био-

деструкции, %исходном
биодеградированном, %

25 50 

Алканы 215,6 0,2 0,3 99,8

Сумма С11–С19 89,3 0,0 0,0 100,0

Сумма С20–С23 83,2 0,0 0,0 100,0

Сумма С24–С29 41,1 0,9 0,8 97,7–98,0

Циклогексаны 119,8 2,3 2,9 98,0–97,5

Метилциклогексаны 37,8 1,1 0,9 97,1–97,3

Алкилбензолы 9,9 1,1 0,9 89,1–90,1

Метилалкилбензолы 11,3 0,9 0,8 92,2–93,2

Нафталин 2,8 0,4 0,5 83,6–82,1

Сумма метилнафталинов 8,5 0,7 1,5 91,7–82,3

Сумма диметилнафталинов 28,3 2,5 2,9 91,1–89,7

Сумма триметилнафталинов 44,4 7,9 7,8 82,2–82,4

Сумма тетраметилнафталинов 32,5 3,6 4,1 88,9–87,3

Фенантрен 37,9 2,4 2,7 93,6–92,8

Сумма метилфенантренов 58,3 9,7 10,1 83,3–82,6

Сумма диметилфенантренов 37,8 6,7 6,5 82,2–82,8

Сумма триметилфенантренов 24,7 4,3 4,4 82,6–82,2

Флуорантен 9,6 1,6 1,7 83,3–82,2

Таблица 3. Cодержаниt углеводородов (УВ) разного строения при био-
деструкции смеси отработанных масел (по данным ГХ-МС)
Table 3. Changes in the content of hydrocarbons (HC) of different structure during
biodegradation of a mixture of spent oils (according to GC-MS)
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