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ТЕХНОЛОГІЯ

Показана можливість використання препаратів поверхнево-активних речовин (ПАР), синтезованих 
Acinetobactercaicoaceticus К-4, для очищення води від нафти. Через ЗО д іб  ступінь деградації нафти (2,6  
г/л)за  присутності 5 -3 0  % (об ’ємна частка ) препаратів ПАР у вигляді постферментаційної культуральної 
рідини або ї ї  супернатанту становила 8 1 -9 5  %. Інтенсифікація деструкції нафти зумовлена активацією 
природної нафтоокиснювальної мікрофлори під впливом поверхнево-активних речовин.

Ключові слова: поверхнево-активні речовини, деструкція нафти, очищ ення води, активація 
нафтоокиснювальної мікрофлори

Показана возможность использования препаратов поверхностно-активных веществ (ПАВ), 
синтезированных Acinetobacter calcoaceticus К-4, для очистки воды от нефти. Через 30 сут степень 
деградации нефти (2,6 г/л) в присутствии 5 -30  %(по объему) пре пара тов ПАВ в виде постферментационной 
культуральной жидкости или ее супернатанта составляла 81 -9 5  %. Интенсификация процесса деструкции 
нефти обусловлена активацией природной не фте о кисляю щей микрофлоры под влиянием поверхностно- 
а ктивных веществ.

Ключевые слова: поверхностно-активные вещества, деструкция нефти, очистка воды, активация 
нефтеокисляющей микрофлоры

Щ е відносно недавно ні в кого не виникало 
сумніву у тому, що навколишнє середовище 

— повітря, земля і вода — завжди будуть ефективно 
«переробляти» побутові, промислові і сільськогос­
подарські відходи. Тепер ми знаємо, що це не так. 
Людство зіштовхнулось з двома фундаменталь­
ними проблемами: переробка відходів, постійно 
утворюваних у величезній кількості, та деструкція 
токсичних сполук, що десятиліттями накопичува­
лися на звалищ ах, у воді та грунті. Безнаказанні 
викиди у навколишнє середовище промислових 
відходів за останні 50-100 років призвели до того, 
що давно працюючі промислові об’єкти, неконтро- 
льовані відвали, бензоколонки і ділянки хімічного 
забруднення, що виникають в результаті тих чи 
інш их аварій, є небезпечними джерелами забруд­
нення ґрунтових вод і потребують відповідної оброб­
ки у найближчому майбутньому. Понад 50 % заб­
руднень навколишнього середовища пов’язано з 
нафтою і продуктами її переробки.

Одним з можливих ш ляхів очищення грунтів і 
води від нафтопродуктів є активація природної 
мікрофлори забруднених об’єктів. Особливо доціль­
ний такий спосіб для застарілих забруднень. При­
родні механізми самоочищення сприяють розвитку 
специфічної нафтоокиснювальної мікрофлори на 
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забруднених ділянках. Велике значення має еконо­
мічний аспект таких технологій, оскільки вико­
ристання природної мікрофлори суттєво знижує 
вартість процесів очищення, не потребує багато- 
тонажного виробництва біопрепаратів і технічних 
витрат на обробку. Проте за високих концентрацій 
нафти і нафтопродуктів у грунті і воді природні про­
цеси біоутилізації здійснюються дуже повільно.

Потужним регулятором активності мікробної 
популяції, у тому числі й природної, здатної до окис- 
нення гідрофобних сполук, є поверхнево-активні 
речовини (ПАР), зокрема ПАР мікробного поход­
ження [1]. Емульгування (солюбілізація) вуглевод­
нів за допомогою ПАР сприяють траспорту гідрофоб­
них речовин з грунту і води у мікробні клітини і, 
таким чином, підвищують їх деградацію. У багатьох 
працях повідомляється про здатність мікробних ПАР 
інтенсифікувати деградацію нафтопродуктів як у 
лабораторних, так і польових умовах [1-4].

У попередніх дослідж еннях із забрудненого 
нафтою грунту нами було ізольовано штам бакте­
рій, ідентифікований як  Acinetobacter calcoaceticus 
К-4. Встановлено умови культивування Acineto­
bacter calcoaceticus К-4 на етанолі, що забезпечують 
підвищення у три раза показників синтезу поверх­
нево-активних речовин [5],
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Мета даної роботи — дослідити можливість 
інтенсифікації процесу очищення води від нафти 
за присутності препаратів ПАР, синтезованих А. 
calcoaceticus К-4.

Як препарати ПАР використовували постфер- 
ментаційну культуральну рідину, одержану після 
культивування A. calcoaceticus К-4 на етанолі, а 
також супернатант культуральної рідини.

Ш там A. ca lcoaceticus  К-4 вирощ ували на 
рідкому мінеральному середовищі такого складу (г/ 
л): (NH.,)„CO — 0,3; NaCl — 1,0; Na.,HP04 — 0,6; 
K H PO, 0,14; MgS0447I-I20  — 0,1, pH 6 ,8 -7 ,0 . У
середовище додатково вносили дріжджовий авто- 
лізат — 0,5 % (об’ємна частка) і розчин мікроеле­
ментів — 0,1 % (об’ємна частка [5]. Як джерело 
вуглецю і енергії використовували етанол у концен­
трації 2 % (об’ємна частка). Як посівний матеріал 
використовували культуру з кінця експоненційної 
фази росту (72 год), вирощену на середовищі наве­
деного складу з 2 % етанолу. Кількість інокуляту 
— 10 % від об’єму середовища Культивування 
бактерій здійснювали в колбах об’ємом 750 мл із 
100 мл середовища на качалці (320 об/хв) при ЗО °С 
упродовж 120 год.

Д ля одерж ання супернатанту культуральну 
рідину центрифугували упродовж ЗО хв (5000 g), 
надосадову рідину зливали і витримували на кип­
лячій водяній бані ЗО хв. Таку термообробку здійс­
нювали для знищення клітин продуцента.

Дослідження процесу очищення води від нафти за 
участю ПАР A. calcoaceticus К-4 проводили на 
модельній водоймі, якою слугувала ємність з 2 л бю- 
ветної води. На поверхню води наносили 2,6 г/л

Рис. 1. Ефективність деградації нафти через 7 діб 
за присутності поверхнево-активних речовин 

Acinetobacter calcoaceticus К-4:
(7) — контроль; (2) і (3) — 5 % і 15 % культуральної рідини; 

(4) і {5) — 15 і 5 % супернатанта відповідно.

нафти, а потім — препарати ПАР у концентрації 5 і 
15 % від об’єму води. Як джерело біогенних елементів, 
необхідних для життєдіяльності нафтоокиснювальних 
бактерій, використовували діамонійфосфат у кон­
центрації 0,01 % від об’єму води. В одному з варіантів 
через тиждень здійснювали повторну обробку води 
препаратами ПАР у концентрації 5 і 15 %.

Загальну кількість живих клітин (КУО/мл) виз­
начали за методом Коха на середовищі МПА у 
бюветній воді (до забруднення нафтою), а також у 
всіх зразках після закінчення експерименту (ЗО діб).

Вміст нафти у воді визначали ваговим методом 
після трикратної екстракції гексаном (співвідно­
шення 1:1). Органічний екстракт випарювали до 
постійної маси на роторному випарникові при 55 °С.

Експерименти показали, що за присутності усіх 
досліджуваних препаратів поверхнево-активних 
речовин активна деструкція нафти спостерігалась 
уже через сім діб (рис. 1). У цей період здійснили 
повторну обробку д еяк и х  м одельних водойм 
препаратами ПАР.

ТЕХНОЛОГІЯ

1

5 6

Рис. 2. Ступінь деструкції нафти за присутності прапаратів 
ПАР Acinetobacter calcoaceticus К-4 через 20 діб. 

Кінцева концентрація препаратів ПАР (%): 
у вигляді культуральної рідини: ( Т) — 5; (2) — 10; (3) — 15; (4) — ЗО; 

у вигляді супернатанту: (5) — 5; (6) — 10; (7) — 15; (5) — ЗО.
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Надалі у всіх варіантах спостерігали швидку 
деградацію нафти: нафтова плівка втратила масля­
нистість, перетворилася на скупчення невеликих 
сухих пластівців, частина яких перебувала на по­
верхні води, а частина після перемішування осідала 
на дно модельного водоймища (рис. 2).

Як видно з даних, наведених на рис. 1 і 2, біо- 
деструкція нафти відбувалась майже однаково у 
всіх зразках, незалежно від того, у якому вигляді 
використовували ПАР (культуральна рідина чи 
супернатант). Слід зазначити, що ми прогнозували 
вищу ефективність очищення води від нафти у разі 
застосування культуральної рідини.

Упродовж наступних 10 діб експерименту (з 20 
по ЗО добу) видимих змін на поверхні модельних 
водойм не спостерігали. Дані щодо кількісного виз­
начення залишкової нафти на ЗО добу експерименту 
наведено у табл.1.

Через три тиж ні ступінь деградац ії нафти 
становила 81"95 % (табл. 1). Слід зазначити, що 
ефективність розкладання нафти практично не 
залеж ала від концентрації препаратів ПАР і була 
достатньо високою (понад 8 3 -8 5  %) навіть за 
одноразової обробки ними води. Не виявлено сут­
тєвої різниці у здатності інтенсифікувати процеси 
деструкц ії нафти м іж  препаратам и у вигляді 
культуральної рідини і супернатанту.

Одержані результати можуть свідчити про те, що 
основним механізмом, який зумовлює активну дес­
трукцію нафти за присутності ПАРА, calcoaceticus 
К-4, є активація ними природної нафтоокисню- 
вальної мікрофлори води та нафти. Для перевірки 
цього припущення аналізували кількісні зміни у 
складі мікрофлори води упродовж експерименту.

Таблиця 1
Показники очищення води від нафти 

препаратами поверхнево-активних речовин, 
синтезованих Acinetobacter calcoaceticus К-4

ТЕХНОЛОГІЯ

П репарат
ПА Р

К онцент­
р ац ія  п р е ­

парата 
П А Р, %

К ількість
процедур
обробки

К онц ентрац ія  
залиш кової 
наф ти, г /л

Ступінь 
деструкц ії 
нафти, %

К ульту- 5 Одна 0 ,20  ± 0 ,0 1 9 2 ,3 ± 2 ,6
ральна 10 Дві 0 ,3 2 ± 0 ,0 1 5 8 7 ,7 ± 2 ,3
р ідин а 15 Одна 0 ,3 6 + 0 ,0 1 8 8 8 ,2 ± 2 ,3

ЗО Дві 0 ,2 8 ± 0 ,0 14 8 9 ,2 ± 2 ,4
Суперна- 5 Одна 0 ,4 4 ± 0 ,0 2 2 8 3 ,1 ± 2 ,1
тант куль- 10 Дві 0 ,3 2 ± 0 ,0 1 5 8 5 ,7 ± 2 ,3
туральної
р ідин и

15 Одна 0 ,3 8 ± 0 ,0 1 9 8 5 ,4 ± 2 ,2
ЗО Дві 0 ,3 2 ± 0 ,0 1 5 8 7 ,7 ± 2 ,2

Б ез обробки (контроль) 2,6 0

Встановлено, що у воді (до забруднення її нафтою 
і обробки препаратами ПАР) містилося близько 
3,6х104 КУО/мл (табл. 2). М ікрофлора такої води 
була представлена чотирма морфотипами колоній: 
№1 — яскраво жовтого (оранжевого) кольору, круг­
лі, опуклі, слизові, блискучі, з рівними краями, 
діаметр 2 мм; №2 — жовтуватого кольору, круглі,

опуклі, слизові, блискучі, з рівними краями, діа­
метр 3 мм; №3 — округлі, прозоро-білі, опуклі з рів­
ними краями, діаметр 1-2 мм; №4 — світло-жовтого 
кольору, в центрі яскравіш е забарвлення, опуклі, 
слизові, прозорі, з рівними краями, діаметр 3 -4  мм. 
Через ЗО діб у воді було виявлено три морфотипи 
(№ 2-4). Загальна кількість такої мікрофлори води 
за цей час збільшилась на один-два порядки у різних 
дослідних варіантах.

Таблиця 2
Кількісна зміна мікрофлори забруднених 
нафтою модельних водойм через ЗО діб 

після обробки препаратами ПАР
Acinetobacter calcoaceticus К-4

П репарат
ПАР

К інцева  
концент­

р ац ія  п р е ­
п арата  

П А Р, %

М ікро­
флора
води,

К У О /м л

Стороння
м ікроф лора,

К У О /м л

Загальна
к ільк ість

кл ітин ,
К У О /м л

К ультуральна 5 6,2 X 10е 1,1X10® 7,3X10®
р ідин а 10 1,1X10® 5X10® 1,6X10®

15 1,0X10® 1,5X10® 2,5X10®
ЗО 5,0X10® 3,3X10® 3,8X10®

С упернатант 5 6,0X10® 4X10® 1,0X10®
культуральної 10 1,1X10® 1,3X10® 2,4x10®
рідин и

15 3,0X10® 6X10® 9,0X10®
ЗО 4,0X10® 1,5X10® 1,9X10®

Вода до обробки (контроль) 3 ,6 Х І 0 4 - 3 ,6 Х І 0 4

Кількість виявленої через місяць сторонньої 
мікрофлори у воді (найімовірніше, це мікрофлора 
нафти і, можливо, повітря) становила від 9х105 до 
7x106 клітин/м л. Така мікрофлора була представ­
лена п’ятьма морфотипами колоній. Цікаво зазна­
чити, що на ЗО добу у жодному варіанті із застосу­
ванням препаратів ПАР у вигляді культуральної 
рідини нам не вдалося виявити клітини A. calco­
aceticus К-4.

Ці результати свідчать, що одним із механізмів, 
що зумовлюють інтенсифікацію деградації нафти за 
присутності ПАРА, calcoaceticus К-4, є активізація 
природної нафтоокиснювальної мікрофлори під 
впливом поверхнево-активних речовин.

Одержані результати показують перспектив­
ність використання препаратів ПАР, синтезованих 
A. calcoaceticus К-4, для очищення води від висо­
ких концентрацій нафти. Суттєвою перевагою таких 
препаратів є можливість їх застосування у вигляді 
постферментаційної культуральної рідини, а також 
висока ефективність очищення від нафти за низької 
концентрації поверхнево-активних речовин.

Висновки. Таким чином, у результаті проведеної 
роботи встановлено, що поверхнево-активні речо­
вини, синтезовані A. calcoaceticus К-4, інтенсифі­
кують процеси деструкції нафти в результаті сти­
муляції природної нафтоокиснювальної мікроф­
лори. П оказана мож ливість використання для 
ефективного (деградація на 80-95  % нафти у кон­
центрац ії 2,6 г /л )  очищ ення води невисоких
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концентрацій препаратів ПАР у вигляді кул ь­
турально!' рідини (5 %).
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