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Введение

О
кисление углеводородов микроорга-
низмами – ведущий фактор природно-
го процесса деградации нефти [1, 2]. В 

состав сырых нефтей входят тысячи соеди-
нений различной химической природы [3-7], 
среди которых выделяют такие крупные 
группы веществ, как углеводороды, смолы и 
асфальтены. За прошедшие десятилетия изу-
чения биодеградации нефти хорошо иссле-
дована утилизация линейных и разветвлен-
ных углеводородов (особенно с низкой и 
средней молекулярной массой), а также аро-
матических углеводородов с пятью и менее 
ароматическими кольцами в составе молеку-
лы [8, 9]. Тем не менее, Хараяма с соавт. в 
1999 г. отметил, что способность микроорга-
низмов к биодеградации смол и асфальтенов 
не изучена [10]. К сожалению, за прошедшее 
десятилетие наши знания по этому вопросу 
изменились незначительно.
Предметом проводимых исследований явля-
лась утилизация углеводородов, смол и 
асфальтенов нефтеокисляющими микроор-
ганизмами (14 штаммов), выделенными в 
2007 г. на месте аварийных разливов нефтеп-
родуктов в Керченском проливе, соединяю-
щем Азовское и Черное моря [11]. Исследо-
вание нефтедеградирующей микрофлоры 
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смолы, содержащиеся в сырой нефти, а подавляющее их 

большинство деградирует также углеводороды и асфальтены. 

По суммарной биодеградации сырой нефти лидируют 

штаммы Achromobacter xylosoxidans № 4, 5, 7 

и Acinetobacter calcoaceticus № 6 и 13.
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Керченского пролива представляет особый 
интерес в связи с интенсивным судоход-
ством, и, как следствие, достаточно сильным 
антропогенным загрязнением нефтепро-
дуктами, даже в отсутствие аварийных ситу-
аций.
Основной задачей работы являлось опреде-
ление, какие именно группы компонентов 
нефти и в какой степени подвергаются био-
деградации изучаемыми штаммами нефте-
окисляющих микроорганизмов.

Материалы и методы исследования

И
нкубация нефтедеградирующих микро-
организмов в среде, содержащей нефть
 Культуры нефтеокисляющих микро-

организмов выращивали на среде Вороши-
ло вой и Диановой следующего состава: 
NH4NO3 – 1,0 г/л; K2HPO4 – 1,0 г/л; 
KH2PO4 – 1,0 г/л; MgSO4· 7Н2O – 0,2 г/л; 
СаСl2 · 6Н2O – 0,02 г/л; насыщенный рас-
твор FeCl3 · 6Н2O – 200 мкл/л [12]. 
В качестве единственного источника углерода 
в данную среду добавляли 2 % сырой нефти 
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(сырая нефть Октябрьского месторождения 
Ростов ской области, богатая тяжелыми фрак-
циями, скважина № 41, пласт XXII). Также в 
состав среды (в количестве 1 мл на 1 л среды) 
добавлялся раствор микроэлементов по 
Федорову: 

H3BO3 – 5,0 г/л; (NH4)2MoO4 – 5,0 г/л; 
KI – 5,0 г/л; NaBr – 5,0 г/л; ZnSO4 · 7Н2O – 
0,2 г/л; Al2(SO4)3 · 18Н2O – 0,3 г/л [12]. 

Нефтеокисляющие микроорганизмы выра-
щивали в конических колбах объемом 50 мл 
с 15 мл минеральной среды Ворошиловой и 
Диа новой с 2 % (300 мкл) сырой нефти в 
шей кере-инкубаторе Biosan ES-20 (Biosan, 
Литва) в течение 7 сут при температуре 30 °C 
и скорости вращения платформы 220 об/
мин. Контролем служили незасеянные (сте-
рильные) колбы со средой Ворошиловой и 
Диано вой с добавлением такого же количес-
тва нефти, инкубированные аналогичным 
образом.

Количественное определение пофракционной 
биодеградации компонентов нефти спектро-
фотометрическим и флюориметрическим 
методом
Разделение нефти на углеводороды, смолы и 
асфальтены проводилось методом тонкос-
лойной хроматографии [13-17]. После хро-
матографирования в системе растворителей 
гексан : четыреххлористый углерод : уксус-
ная кислота зоны углеводородов, смол и 
асфальтенов счищались с пластинок и элюи-
ровались четыреххлористым углеродом 
(углеводороды) и хлороформом (смолы и 
асфальтены). 
Спектры возбуждения и люминесценции 
полученных растворов имели максимумы: 

 углеводороды – λвозб = 380 нм, λлюм = 440 нм;
 смолы – λ возб = 410 нм, λ люм = 490 нм;
 асфальтены – λ возб = 450 нм, λлюм = 500 нм.
Из полученных фракций углеводородов, 
смол и асфальтенов готовились растворы с 
известной концентрацией, которые затем 
использовались для построения градуиро-
вочных графиков.
Измерение оптических характеристик раство-
ров с различными концентрациями углеводо-
родов, смол и асфальтенов, полученных путем 
последовательного разбавления исходных 
растворов, проводилось на ИК-спект-
рофотометре IR-270 (Hitachi), УФ-спектро-
фотометре UV-2450 (Shimadzu), спектрофлу-
ориметрах RF-510 и RF-5301PC (Shimadzu).
Опытные образцы нефти также разделяли 
при помощи тонкослойной хроматографии, 
счищали с пластинок и элюировали, как 
описано выше. Количество углеводородов, 
смол и асфальтенов в образцах нефти, инку-
бированных с нефтедеградирующими мик-
роорганизмами, определяли по интенсивнос-
ти оптических характеристик их элюатов. 
Все эксперименты проводились в 3 повтор-
ностях.

Результаты и их обсуждение

К
онцентрации углеводородов, смол и 
асфальтенов, обнаруженные в культу-
ральной жидкости после биодеграда-

ции нефти различными микроорганизмами, 
приведены в табл. 1.
Изменение их концентраций представлено в 
табл. 2.
Обнаружено разнонаправленное изменение 
концентраций углеводородов и асфальтенов 
в ходе экспериментов с различными штам-



31
Гидробиология

Таблица 1 
Концентрации (мг/мл) углеводородов, смол и асфальтенов в 
культуральной среде после воздействия различных штаммов 
микроорганизмов в течение 7 сут.

Штамм Содержание отдельных компонентов нефти, мг/мл ∑ нефтяных 
компонентов, мг/мл№ Видовое название угле водороды смолы асфаль тены

Контроль* 11,23 ± 0,16 1,75 ± 0,07 0,39 ± 0,04 13,35 ± 0,19

1. Exiguobacterium undae 11,08 ± 0,17 1,18 ± 0,00 0,57 ± 0,01 12,83 ± 0,18

2. Achromobacter xylosoxidans 11,30 ± 0,24 1,18 ± 0,02 0,60 ± 0,03 13,08 ± 0,24

3. Kocuria rosea 11,35 ± 0,14 1,18 ± 0,00 0,59 ± 0,04 13,12 ± 0,13

4. Achromobacter xylosoxidans 9,58 ± 0,31 1,11 ± 0,03 0,35 ± 0,01 11,04 ± 0,33

5. Achromobacter xylosoxidans 9,64 ± 0,27 1,13 ± 0,03 0,36 ± 0,01 11,12 ± 0,30

6. Acinetobacter calcoaceticus 10,15 ± 0,74 1,14 ± 0,02 0,51 ± 0,11 11,81 ± 0,86

7. Achromobacter xylosoxidans 9,77 ± 0,21 1,11 ± 0,02 0,36 ± 0,02 11,24 ± 0,23

8. Kocuria rosea 10,88 ± 0,32 1,47 ± 0,03 0,37 ± 0,01 12,7 ± 0,31

9. Pseudomonas anguilliseptica 10,39 ± 0,59 1,32 ± 0,18 0,37 ± 0,01 12,09 ± 0,76

10. Shewanella putrefaciens 11,17 ± 0,17 1,18 ± 0,16 0,32 ± 0,21 12,78 ± 0,33

11. Pseudomonas anguilliseptica 11,47 ± 0,25 1,17 ± 0,02 0,32 ± 0,01 12,95 ± 0,26

12. Micrococcus luteus 11,5 ± 0,15 1,18 ± 0,03 0,33 ± 0,01 13,02 ± 0,17

13. Acinetobacter calcoaceticus 9,35 ± 0,24 1,45 ± 0,22 0,33 ± 0,01 11,13 ± 0,32

14. Kocuria rhizophila 11,15 ± 0,48 1,17 ± 0,04 0,35 ± 0,02 12,67 ± 0,52

* Питательная среда Ворошиловой и Диановой с нефтью, инку-
бированная без микроорганизмов.

Таблица 2 
Изменение концентраций компонентов нефти в ходе экспери-
ментов с различными штаммами микроорганизмов, %.

Штамм
Углеводороды Смолы Асфальтены

∑ нефтяных 
компонентов№ Видовое название

1. Exiguobacterium undae >1,3* >32,7 <46,6 >3,9
2. Achromobacter xylosoxidans <0,7 >32,7 <55,2 >2,0
3. Kocuria rosea <1,1 >32,7 <53,4 >1,7
4. Achromobacter xylosoxidans >14,7 >36,9 >8,6 >17,3
5. Achromobacter xylosoxidans >14,1 >35,7 >6,9 >16,7
6. Acinetobacter calcoaceticus >9,6 >35,0 <32,8 >11,5
7. Achromobacter xylosoxidans >12,9 >36,9 >6,9 >15,8
8. Kocuria rosea >3,1 >16,3 >3,4 >4,7
9. Pseudomonas anguilliseptica >7,4 >24,7 >3,4 >9,4

10. Shewanella putrefaciens >0,5 >32,7 >17,2 >4,2
11. Pseudomonas anguilliseptica <2,1 >33,5 >17,2 >2,9
12. Micrococcus luteus <2,5 >32,7 >13,8 >2,4
13. Acinetobacter calcoaceticus >16,7 >17,1 >15,5 >16,6
14. Kocuria rhizophila >0,7 >33,5 >8,6 >5,1

* Снижение концентрации обозначено знаком >, повышение – 
знаком <. Курсивом выделено увеличение количества группы 
компонентов нефти в процессе инкубации с микроорганизмами.
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мами (табл. 2). Для смол, независимо от 
штамма, отмечено падение их концентраций. 
Для асфальтенов при инкубации с боль-
шинством штаммов (за исключением штам-
мов № 1, 2, 3 и 6) также отмечено уменьше-
ние концентраций, при этом инкубация со 
штаммами № 1, 2, 3 и 6 приводила к значи-
тельному (до 55 % у штамма № 2) росту 
количества асфальтенов.
Содержание углеводородов в процессе инку-
бации с десятью штаммами из четырнадцати 
исследованных снижалось, причем в некото-
рых случаях весьма заметно (штаммы № 4, 5, 
7 и 13). В присутствии штаммов № 2, 3, 11 и 
12 количество углеводородов незначительно 
возрастало. 
Рост количества асфальтенов и углеводоро-
дов может быть связан с отщеплением али-
фатических заместителей у молекул смол, а 
рост количества асфальтенов — с последую-
щей конденсацией полиароматических ядер 
смол в процессе их окисления. Опреде лен-
ный вклад, по всей видимости, могут вно-
сить также собственные процессы биосинте-
за микроорганизмов и трансформация 
остальных компонентов нефти.
Содержание отдельных компонентов в 
нефти из разных месторождений может 
варьировать в очень широких пределах [3-7]. 
Углеводороды обычно составляют основную 
долю в массе нефти – 70–95 %. Содержание 
смолисто-асфальтеновых компонентов 
может достигать более 40 %. С увеличением 
плотности нефтей доля смолистых компо-
нентов возрастает. К смолисто-асфальтено-
вым веществам относятся высокомолекуляр-
ные гетероорганические соединения нефти, в 
состав которых одновременно входят угле-

род, водород, кислород, сера, а часто азот и 
металлы. Деление на смолы и асфальтены 
проводят весьма условно по ряду признаков: 
молекулярной массе, элементному составу и 
степени насыщенности.
Элементный состав асфальтенов близок к 
элементному составу смол, но отличается 
более высоким содержанием углерода и кис-
лорода. Среднее отношение углерода к водо-
роду у смол порядка 8:1, а у асфальтенов – 
12:1 [18].
Молекулярные массы смол колеблются от 
500 до 2000, составляя, в основном, 600-1000, 
асфальтенов – от 1000 до 10000, причем 
большая часть их имеет молекулярную 
массу от 5000 до 10000 [19].
Кроме этого, асфальтены отличаются от 
смол меньшим содержанием водорода и, 
соответственно, большим содержанием угле-
рода и гетероатомов. Без гетероатомов 
общую формулу для смол и асфальтенов 
можно представить в виде CnH2n-x, где зна-
чения х для смол колеблются в пределах от 
10 до 34, а для асфальтенов могут достигать 
100-120 [5]. 
В результате исследования биодеградации 
фракций нефти исследуемыми штаммами 
нефтеокисляющих микрорганизмов были 
определены наиболее активные деструкторы 
углеводородов (штаммы Achromobacter 
xylosoxidans № 4, 5, 7 и Acinetobacter calco-
aceticus № 13), смол (штаммы Achromobacter 
xylosoxidans № 4, 5, 7 и Acinetobacter 
calcoaceticus № 6) и асфальтенов (штаммы 
Shewanella putrefaciens № 10, Pseudomonas 
anguilliseptica № 11, Micrococcus luteus № 12 и 
Acinetobacter calcoaceticus № 13). По суммар-
ной биодеградации сырой нефти лидировали 
штаммы Achromobacter xylosoxidans № 4, 5, 7 
и Acinetobacter calcoaceticus № 6 и 13, каж-
дый из которых утилизировал более 10 % 
нефти во время инкубации в течение 7 сут.
В целом, в результате анализа фракционной 
биодеградации нефти становится очевидной 
заметная утилизация микроорганизмами 
смол (молекулярная масса 600-1000) и 
асфальтенов (молекулярная масса 1000-
10000). 
Данные по количественной утилизации 
нефти, полученные нами, согласуются с дан-
ными по нефтеокисляющей активности мик-
роорганизмов из районов с высоким уровнем 
антропогенной нагрузки, таких как прибреж-
ные воды Норвегии [20], эстуарии Темзы 
[21] и Сены [22]. К сожалению, в перечис-
ленных работах речь идет лишь об утилиза-
ции алканов с длиной цепочки до 32-36 ато-
мов углерода и 3-5 кольцевых ПАУ и не 
рассматривается биодеградация таких тяже-
лых фракций, как смолы и асфальтены. При 
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этом ассимиляция алканов достигает 
41-99 %, нафталина – 43-99 % и 4-5 кольце-
вых ПАУ – 32-82% в течение 3-10 недель, а 
наиболее активный метаболизм углеводоро-
дов наблюдается у микроорганизмов, выде-
ленных из Северного моря [20].
Несколько особняком стоят данные 
Шкидченко и Аринбасарова по деградации 
нефти микроорганизмами, выделенными из 
загрязненных нефтью грунтов побережья 
Каспийского моря в окрестностях Баку [23]. 
По данным исследователей, эти микроорга-
низмы метаболизировали до 24-32 % как лег-
ких, так и тяжелых фракций нефти в течение 
6 сут, что характеризует их как крайне 
активных деструкторов. Эти данные подде-
рживают методологию поиска наиболее 
активных штаммов нефтедеградирующих 
микроорганизмов для применения в биоре-
медиационных технологиях в местах, под-
верженных постоянному загрязнению раз-
личными нефтепродуктами, к которым 
можно отнести и Керченский пролив Азов-
ского моря.

Заключение

П
оказано, что все исследованные штам-
мы нефтеокисляющих микроорганиз-
мов утилизируют смолы, содержа-

щиеся в сырой нефти. Подавляющее 
боль шин ство штаммов утилизирует также 
углеводороды и асфальтены, у остальных 
незначительный рост количества углеводо-
родов и заметное увеличение количества 
асфальтенов в процессе инкубации могут 
быть связаны с биодеградацией смол. 
Путем сравнения экспериментальных дан-
ных с литературными подтверждена страте-
гия поиска и отбора нефтедеградирующих 
микроорганизмов для применения в биоре-
медиации в местах, подвергающихся посто-
янному загрязнению нефтью и нефтепро-
дуктами.

Работа выполнена при финансовой подде-
ржке Министерства науки и образования РФ 
(проект по аналитической ведомственной 
целевой программе «Развитие научного 
потенциала высшей школы (2009-2010 
годы)», грант № 2.1.1/ 5232).
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Hydrocarbon resin and raw 
petroleum asphalten 

biodegradation by 14 strains of 
petroleum-degrading microorganisms 
has been investigated. The 
microorganisms were separated out of 
Kerch Strait (Sea of Azov) in the very 

place of accidental oil spill in 2007. All 
investigated strains were proved to 
utilize resins in raw petroleum, the 
majority of them degrading 
hydrocarbons and asphaltens. 
Achromobacter xylosoxidans strain № 
4, 5, 7 and Acinetobacter 

calcoaceticus strain № 6 ,13 are the 
leading ones in petroleum-degrading 
process.

Key words:  petroleum-degrading 
microorganisms, hydrocarbons, resins, 
asphaltens, biodegradation
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