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Введение

Изучение микробиологического метабо-
лизма нефти в  основном сосредоточе-
но на ферментативных путях аэробной 

биодеградации различных углеводородов 
[1–3], а  также их анаэробного катаболизма 
[4–7]. 

Основной фактор, влияющий на доступ-
ность углеводородов для бактериального 
окисления, объясняется наличием у микро-
организмов соответствующей системы фер-
ментов. Но к настоящему моменту накопле-
ны данные, указывающие на то, что реак-
ции с участием активных форм кислорода 
(АФК) могут быть начальным этапом ус-
воения микроорганизмами нефти. Впервые 
гипотеза об участии АФК в микробиологи-
ческой деградации нефти была сформули-
рована в наших работах [8, 9].

Необходимо отметить, что эффективны-
ми генераторами АФК могут быть сами ми-
кроорганизмы. Супероксид-анион образует-
ся в клетках бактерий при одноэлектронном 
восстановлении молекулярного кислорода 
ферментами электрон-транспортной цепи. 

Генерация перекиси водорода при переносе 
двух электронов на молекулу кислорода ха-
рактерна для некоторых ферментов, содер-
жащих флавин. Эти ферменты восстанав-
ливают O2 до иона пероксида O2

2-, который, 
реагируя с протонами, образует H2O2 [10]. 

Многие процессы аэробного метаболиз-
ма углеводородов в качестве первых этапов 
включают в  себя окисление субстрата при 
помощи бактериальных цитохромов [11–
14], и  это окисление опосредовано радика-
лами, образующимися в  активном центре 
[15, 16]. Подобные ферментативные реак-
ции сопровождаются шунтированием фер-
ментативного цикла цитохромов с образова-
нием реакционноспособных форм кислоро-
да (пероксид водорода, супероксид-анион). 
При этом образуется некоторое количество 
свободных радикалов, которые могут уча-
ствовать в окислении высокомолекулярных 
субстратов, недоступных ферментным си-
стемам микроорганизма.

Хорошо известны углеводород-редуци-
рующие микроорганизмы, активно выделя-
ющие в окружающую среду перекись водо-
рода. Очевидна важность этого механизма 
для конкурентной межвидовой борьбы 
и  показана его роль в  образовании биопле-
нок [17], но не показан его потенциальный 
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Исследовано влияние четырех антиоксидан-
тов (аскорбиновой кислоты, маннита, аце-

тата α-токоферола и ионола) на трансфор-
мацию нефти пятью штаммами морских 

нефтеокисляющих микроорганизмов видов 
Achromobacter xylosoxidans и Acinetobacter 

calcoaceticus, а также Bacillus subtilis. 
Установлено, что антиоксиданты в концен-

трации 1 мМ в различной степени ингибиру-
ют микробиологическую утилизацию нефти 
или ее отдельных фракций (углеводородов, 

смол и асфальтенов).
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Для прояснения вопроса об участии 
АФК в  трансформации соединений неф-
ти нефтеокисляющими микроорганизмами 
мы провели исследования ингибирования 
этого процесса четырьмя антиоксидантами 
(АО)  — аскорбиновой кислотой, маннито-
лом, ацетатом α-токоферола и ионолом.

Материалы и методы исследования

В исследовании использованы штам-
мы Achromobacter xylosoxidans 
ВКПМ В-10344, № 5, № 7 и  штаммы 

Acinetobacter calcoaceticus ВКПМ В-10353, 
№ 6, выделенные из воды и  донных отло-
жений прибойной зоны Керченского проли-
ва в  ноябре 2007 г., а  также Bacillus subtilis 
ВКПМ В-1895.

Нефтеокисляющие микроорганизмы 
выращивали в  50-мл конических колбах, 
содержащих 15 мл минеральной среды 
Ворошиловой-Диановой [26] с добавлением 
2 % (300 мкл) сырой нефти в шейкере-инку-
баторе ES-20 («Biosan», Латвия) в течение 7 
сут при температуре 30 oC и  скорости вра-
щения платформы 220 об/мин. Контролем 
служили незасеянные колбы со средой 
Ворошиловой и  Диановой с добавлением 
аналогичного количества нефти.

Для определения ингибирования окисле-
ния углеводородов сырой нефти микроорга-
низмами в питательную среду для определе-
ния пофракционной биодеградации нефти 
вносили аскорбиновую кислоту, маннитол, 
ацетат α-токоферола и  ионол (2,6-ди-трет-
бутил-4-метилфенол) («Sigma-Aldrich», 
США). АО вносили в конечной концентра-
ции 1 мM. Эксперименты проводились в 3-х 
повторностях.

В работе использована нефть 
Октябрьского месторождения Ростовской 
области. Основные групповые компоненты 
нефти определяли методами тонкослойной 
хроматографии в сочетании с инфракрасной, 
ультрафиолетовой и  люминесцентной спек-
троскопией [27–30]. Данные методы входят 
в  перечень методик выполнения измерений 
для целей государственного и  производ-
ственного контроля в области природополь-
зования и охраны окружающей среды.

Измерение оптических характеристик 
растворов углеводородов, смол и  асфаль-
тенов проводили на ИК-спектрофотометре 
IR-270 («Hitachi», Япония), УФ-
спектрофотометре UV-2450 («Shimadzu», 
Япония), спектрофлуориметрах RF-510 
и RF-5301PC («Shimadzu», Япония). 

вклад в  неферментативное окисление со-
единений нефти и  повышение их биологи-
ческой доступности. 

Многие микроорганизмы и растения ис-
пользуют в  конкурентной борьбе соедине-
ния окислительно-восстановительного цик-
ла, такие как феназины, хиноны и виологе-
ны. Они экскретируют подобные вещества 
во внеклеточное пространство, где они про-
дуцируют супероксид-анион радикал. Это 
происходит путем окисления окислительно-
восстановительных ферментов и  переноса 
электронов на молекулярный кислород [18, 
19].

Кроме того, некоторые микроорганизмы 
способны синтезировать такой вид АФК, 
как оксид азота II (NO). Причем большая 
часть родов, представители которых име-
ют NO-синтетазу (L-аргинин-оксигеназу), 
также представлена нефтьдеградирую-
щими микроорганизмами. Бактериальная 
NO-синтаза может вносить свой вклад 
в свободнорадикальное окисление соедине-
ний нефти. Кроме собственно оксида азота, 
этот фермент образует пероксид водорода, 
супероксид-анион и  органические радика-
лы [20].

Косвенно в пользу образования АФК го-
ворит и наличие связанных с метаболизмом 
углеводородов пероксидаз, индуцируемых 
углеводородами [21 — 23].

Установлено [24], что в  нефтеокисля-
ющей термофильной бактерии Geobacillus 
thermoleovorans B23 в  процессе инкубации 
с алканами индуцируются ацетил-КоА-ок-
сидаза, каталаза и  суперосиддисмутаза. На 
начальном этапе β-окисления алканов при 
действии ацетил-КоА-оксидазы образуют-
ся АФК, а  каталаза и  супероксиддисмутаза 
защищают клетку от их токсического дей-
ствия. Эти процессы функционально сход-
ны с происходящими в пероксисомах эука-
риот.

Продукция АФК нефтеокисляющими 
микроорганизмами позволяет утверждать, 
что при биодеградации углеводородов про-
исходят биогенные процессы, подобные 
реакции Фентона [9]. Единственный био-
генный неферментативный свободноради-
кальный процесс микробиологической де-
градации каких-либо веществ, описанный 
в  литературе,  — это биодеградация бурой 
гнилью широко распространенного в  при-
роде полимера  — целлюлозы. В  этом про-
цессе задействованы низкомолекулярные 
экскретируемые вещества грибов, такие 
как пероксид водорода, соединения железа 
и щавелевая кислота [25].
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нефти в  воде в  процессе инкубирования. 
Эти АО эффективно перехватывают ради-
калы жирных кислот и  образующиеся при 
свободнорадикальном окислении нефти ра-
дикалы углеводородов, смол и асфальтенов, 
супероксид-анион (ионол), гидроксильный 
радикал и синглетный кислород. 

Маннитол и  аскорбиновая кислота, 
напротив, локализуются в  водной фазе, 
и  преимущественно способны перехваты-
вать гидрофильные радикалы. Кроме того, 
эти вещества могут проявлять и  проокси-
дантные свойства  — при взаимодействии 
аскорбиновой кислоты с пероксидом во-
дорода в  присутствии Fe и  Cu образуются 
гидроксильные радикалы. Диапазон ак-
тивности этих веществ колеблется гораз-
до сильнее  — от полного ингибирования 
биодеструкции углеводородной фракции 
и  нефти в  целом (A. xylosoxidans, штамм 
№ 5) до полуторакратной стимуляции де-
градации углеводородов и  нефти в  целом 
(штамм № 6 A. calcoaceticus в присутствии 
маннитола).

При этом необходимо отметить двой-
ственное поведение АО в  отношении инги-
бирования биодеградации смол и  асфаль-
тенов. В  большинстве случаев у  штаммов 
активных нефтеокисляющих микроорганиз-
мов видов A. xylosoxidans и  A. calcoaceticus 
АО подавляют утилизацию смол (иногда 
сильно  — A. xylosoxidans, штамм № 5; ино-
гда крайне незначительно  — как маннитол 
у A. calcoaceticus, штамм № 6), но при этом 
стимулируют биодеградацию асфальтенов. 
Напротив, у  штамма B. subtilis присутствие 
АО (кроме аскорбиновой кислоты) вызыва-
ет полное прекращение деградации асфаль-
тенов, стимулируя при этом утилизацию 
смол более чем в два раза.

Такое, кажущееся противоречивым, дей-
ствие АО можно объяснить многоплано-
востью и, зачастую, неоднозначностью их 
действия на живую клетку в течение време-
ни. Первая (и рассматриваемая в большин-
стве работ) реакция живой системы, кото-
рая проявляется сразу же после введения 
АО  — снижение уровня свободнорадикаль-
ных процессов за счет непосредственного 
взаимодействия АО и АФК. Но с течением 
времени наблюдаемая картина сильно из-
меняется, т.к. дополнительное введение АО 
в клетку может снижать синтез эндогенных 
АО с одной стороны, и стимулировать син-
тез ферментов, в  результате деятельности 
которых генерируются АФК, с другой.

Необходимо отметить также разный ха-
рактер взаимодействия микроорганизмов 

Результаты и их обсуждение 

В исходной нефти на долю углеводород-
ной фракции приходилось 87,6 %, смо-
листой фракции — 9,2 %, асфальтеновой 

фракции  — 3,2 %. При этом доля летучих 
компонентов, теряющихся при пробоподго-
товке, составила 21,3 %.

Результаты анализа образцов исходной 
нефти после всех стадий подготовки приве-
дены в табл. 1.

В табл. 1 приведены также данные по 
изменению количества различных фракций 
нефти и их суммы в абсолютных величинах 
и  процентах в  результате инкубации с ми-
кроорганизмами без АО и в их присутствии.

Безусловным ингибитором биодегра-
дации нефти для всех тестируемых штам-
мов является ионол, активность которого 
колебалась от полного подавления биоде-
градации углеводородной фракции и почти 
полного подавления биодеградации нефти 
у  A. calcoaceticus, штамм ВКПМ В-10353, 
до подавления деструкции углеводородов 
на 43 % и незначительного подавления де-
струкции нефти в целом на 2 % в случае B. 
subtilis.

Аскорбиновая кислота проявила очень 
высокую ингибирующую активность в  от-
ношении деградации нефти двумя иссле-
дованными штаммами A. xylosoxidans (от 
почти полного ингибирования до снижения 
уровня утилизации нефти более чем в  три 
раза), но оказалась малоэффективна в отно-
шении биодеградации углеводородов штам-
мами A. calcoaceticus и B. subtilis. 

Сходным образом проявил ингибирую-
щие свойства в отношении биотрансформа-
ции нефти маннитол.

α‑токоферол, с разной степенью эф-
фективности, подавил утилизацию нефти 
штаммами A. xylosoxidans, B. subtilis и  A. 
calcoaceticus ВКПМ В-10353, но оказался 
неэффективен в отношении штамма № 6 A. 
calcoaceticus.

Такие различия могут быть связаны с 
тем, что нефтеокисляющие микрооорганиз-
мы при биодеградации нефти образуют раз-
личные АФК, с разной локализацией липо-
фильных и гидрофильных АО в клетке, ги-
дрофобной и  водной фазах культуральной 
среды, а также различием в степени актива-
ции биосинтеза окислительно-восстанови-
тельных ферментов АО.

Ионол и  ацетат α‑токоферола, являясь 
жирорастворимыми АО, локализуются, пре-
жде всего, в  мембранах клеток и  в  нефтя-
ных мицеллах при образовании эмульсии 

Ключевые 
слова: нефтео-

кисляющие ми-
кроорганизмы, 

свободнорадикаль-
ное окисление, 
антиоксиданты, 

биотрансфор-
мация, нефть
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различных таксонов с данными веществами. 
Так, штаммы A. xylosoxidans более чувстви-
тельны к действию АО, т.к. все протестиро-
ванные соединения в той или иной степени 
предотвращают окисление нефти. 

Для B. subtilis, как было отмечено выше, 
максимальный эффект подавления составил 
43 % при ингибировании утилизации нефти 
ионолом и  полное блокирование тремя из 
четырех исследованных АО биодеградации 
асфальтенов. 

Заключение

Ингибирование биодеградации различ-
ных компонентов нефти исследован-
ными штаммами A. xylosoxidans, A. 

calcoaceticus и B. subtilis при помощи различ-
ных АО, таких как аскорбиновая кислота, 
маннитол, ацетат α-токоферола и ионол, по-
казало, что исследованные штаммы достаточ-
но широко используют АФК в процессе био-
деградации нефти, т.к. все протестированные 
АО в той или иной степени предотвращают 
окисление углеводородов, смол и  асфальте-
нов. Учитывая эффективность ионола в  ка-
честве ингибитора окисления углеводородов 
и его специфичность по отношению к ради-
калам, можно предположить участие в этом 
процессе гидроксильного радикала и  супе-
роксид-анион радикала.

Исследование выполнено при поддерж-
ке Министерства образования и  науки 
Российской Федерации.
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I. S. Sazykin, M. A. Sazykina

Antioxidant influence on microbial oil 

transformation

Influence of four antioxidants (ascorbic acid, mannitol, alpha-tocopherol acetate and ionol) on oil transformation 
by five strain of marine oil degrading microbial species Achromobacter xylosoxidans, Acinetobacter 

calcoaceticus and Bacillus subtilis is investigated. It is found that antioxidants at 1 mM concentration 
differently inhibit microbial degrading of oil or its individual fractions (hydrocarbons, resins and asphaltens).

Key words: oil degrading microorganisms, free radical oxidation, antioxidants, biotransformation, oil




