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Методом хромато-масс-спектрометрии исследованы закономерности распределения предельных
углеводородов-биомаркеров (н-алканов, изопренанов, стеранов и терпанов) в экстрактах раствори-
мой части и продуктах термолиза нерастворимой части биомассы бактерий Shewanella putrefaciens,
выделенных из нефти месторождения Даган, а также в продуктах термолиза асфальтенов этой же
нефти. В экстрактах и продуктах термолиза нерастворимой части среди алифатических углеводоро-
дов найден гомологический ряд н-алканов С10–С36, изопренанов С11–С20 и сквален. В экстрактах,
отобранных в разное время, превалируют различные н-алканы, тогда как величина генетического
показателя пристан/фитан во всех случаях соответствует органическому веществу (ОВ) морского
генезиса. Среди циклических углеводородов-биомаркеров найдены нефтяные стераны и терпаны,
распределение которых в продуктах термолиза нерастворимой части биомассы близко к нефтяному.
В продуктах термолиза асфальтенов относительное содержание н-алканов превалирует над относи-
тельным содержанием изопренанов. Высказано предположение, что биомасса Shewanella putrefaciens
внесла определенный вклад в образование углеводородов-биомаркеров нефти месторождения Да-
ган.
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Настоящая работа является продолжением ис-
следований в области моделирования процессов
образования нефти из биомассы прокариот [1–3].
Сообщение посвящено бактериям Shewanella pu-
trefaciens, также выделенным из нефтяного место-
рождения Даган. Предполагая, что асфальтены так-
же могут являться результатом переработки раз-
личных бактерий, изучено также и распределение
УВ-биомаркеров в продуктах термолиза асфаль-
тенов, выделенных из этой же нефти [3].

В первом сообщении были изучены археи Ther-
moplasma sp., выделенные из источника “Нефтя-
ная площадка” кальдеры вулкана Узон (Камчат-
ка, Россия) [2]. В растворимой части и продуктах
термолиза нерастворимой части (которую можно
считать аналогом керогена) биомассы архей были
идентифицированы насыщенные УВ-биомарке-

ры (н-алканы, изопренаны, стераны и терпаны).
Распределение вышеуказанных углеводородов (УВ)
напоминает таковое в слабопреобразованных мор-
ских нефтях, генерированных в глинисто-карбо-
натных толщах. Пиролиз Rock-Eval биомассы ис-
следуемых архей подтвердил выводы, основан-
ные на биомаркерных показателях, а именно:
максимальная температура пиролиза Tmax биомас-
сы архей Thermoplasma sp. составляла 412°С, а во-
дородный индекс IH был равен 454 мг УВ/г Сорг,
что свидетельствует о слабой степени преобразо-
ванности ОВ морского генезиса [4].

Во втором сообщении [3] было показано, что в
растворимой части биомассы бактерий Geobacil-
lus jurassicus DS1T, выделенных из месторождения
Даган, идентифицирован только гомологические
ряды н-алканов состава С10–С40 и изопренанов
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состава С11–С20. Был обнаружен псевдорегуляр-
ный изопренан С17, который отсутствует во всех
нефтях мира, а также сквален. Вместе с тем, было
отмечено, что найденное относительное распре-
деление н-алканов не характерно ни для одной
нефти мира, а величина отношения пристан/фи-
тан (меньше единицы) соответствует нефтям мор-
ского генезиса и близка к исходной нефти. Было
найдено, что циклические нефтяные УВ-биомар-
керы в растворимой части биомассы находятся в
следовых количествах. В продуктах термолиза не-
растворимой части биомассы бактерий Geobacil-
lus jurassicus DS1T, наряду с алифатическими УВ-
биомаркерами были найдены и циклические неф-
тяные УВ-биомаркеры (стераны и терпаны), при-
чем их относительное распределение было близ-
ко к таковым в исходной нефти. Относительное
распределение стеранов и терпанов в продуктах
термолиза нерастворимой части (керогена) био-
массы бактерий Geobacillus jurassicus DS1T свиде-
тельствовало о слабой степени зрелости ОВ. Ана-
логичная картина наблюдается и в нефти, из ко-
торой были выделены исследуемые бактерии. На
основании полученных результатов был сделан
вывод, что бактерия Geobacillus jurassicus DS1T при-
нимала участие в образовании таких УВ-биомар-
керов нефти месторождения Даган, как изопре-
наны (пристан, фитан), стераны и терпаны.

Настоящее, третье, сообщение посвящено бак-
териям Shewanella putrefaciens, также выделенным
из нефтяного месторождения Даган.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Объектами исследования являлись штамм био-

массы бактерий Shewanella putrefaciens1 и асфаль-
тены, выделенные из нефтяного месторождения
Даган (КНР) [5–7].

Для выделения и культивирования исследуе-
мых бактерий, использовали среду следующего
состава (г × л–1): бакто-триптон – 5.0, дрожжевой
экстракт – 2.5, глюкоза – 1.0. Для получения
плотной среды вносили агар до конечной кон-
центрации 20 г/л. Штамм M-8m-1 выращивали
как на плотной среде, так и на жидкой, аэробно, в
стационарных условиях при 60°С и pH 7.0–7.2 в те-
чение 3 сут. Полученную биомассу снимали с чаш-
ки стерильным шпателем или осаждали центрифу-
гированием в течение 20 мин при 8000 об./мин.

1 Бактерии были предоставлены институтом микробиоло-
гии им. С.Н. Виноградского, ФИЦ Биотехнологии РАН,
Москва.

Биомассу исследуемых бактерий лиофилизи-
ровали при температуре 25°С, давлении 10 ×
× 10−7 МПа, в течение 24 ч.

Экстракцию лиофильной биомассы исследуе-
мых бактерий проводили при комнатной темпера-
туре н-гексаном, предварительно перегнанным на
ректификационной колонке. Растворимую часть
бактерии отбирали через 40 и 60 ч. Экстракцию
проводили до полного исчезновения экстрагиру-
емых веществ. Термолиз нерастворимой части
биомассы бактерий и асфальтенов проводили в
одинаковых условиях, при температуре 330°C в
запаянной ампуле.

Анализ УВ в растворимой части, продуктах
термолиза нерастворимой части биомассы бакте-
рий и асфальтенов проводили методами капил-
лярной газо-жидкостной хроматографии (ГЖХ) и
хромато-масс-спектрометрии. ГЖХ проводили на
приборе Bruker 430-GC с пламенно-ионизацион-
ным детектором, программирование температу-
ры от 80 до 320°C – cо скоростью подъема
4°C/мин. Газ-носитель – водород. Разделение УВ
осуществляли на капиллярных колонках HP-1 25 м ×
× 0.25 мм × 0.5 мкм.

Хромато-масс-спектрометрические исследова-
ния (ГХ/МС) в режиме электронной ионизации
осуществляли на приборе Agilent 6890N/5975С.
Все спектры были сняты при энергии ионизации
70 эВ и ускоряющем напряжении 3500 В. Темпе-
ратура камеры ионизации составляла 250°С. Ис-
пользовали режим МВИ с записью следующих
характеристических ионов: m/z 71 – для н-алка-
нов и изопренанов, m/z 217 и 218 – для стеранов,
m/z 191 и 177 – для терпанов. Программирование
температуры осуществляли от 70 до 290°C cо ско-
ростью подъема 4°/мин. Разделение УВ проводи-
ли на капиллярных колонках с неподвижной фа-
зой HP-1MS (25 м × 0.25 мм × 0.5 мкм). Газ-носи-
тель – гелий.

Идентификацию соединений осуществляли пу-
тем добавления к исследуемым образцам предпо-
лагаемых эталонных соединений, а также с помо-
щью использования библиотеки масс-спектров
NIST 2.0.

Ниже представлена схема исследования насы-
щенных УВ-биомаркеров (схема 1).
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Схема 1. Схема исследования насыщенных УВ-биомаркеров.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
н-Алканы и изопренаны. В табл. 1 представлено

распределение н-алканов состава С10–С36, при-
стана и фитана, в табл. 2 – распределение изопре-
нанов состава С11–С20 в экстрактах (растворимой
части), отобранных в разное время, а также в про-
дуктах термолиза биомассы бактерий Shewanella
putrefaciens и асфальтенов, выделенных из нефти
месторождения Даган.

В растворимой части (продуктах жизнедеятель-
ности) биомассы бактерий образуются гомологиче-
ский ряд н-алканов С10–С36 и изопренанов С11–С20.
Относительное содержание н-алканов в экстрак-
тах, отобранных в разное время, значительно от-
личается друг от друга. В экстракте, отобранном
через 40 ч, в отличие от экстракта, отобранного
через 60 ч, наблюдается значительное превалиро-
вание высокомолекулярных н-алканов с нечет-
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Таблица 1. Распределение н-алканов состава С10–С36, пристана и фитана (отн. %) в растворимой части, в про-
дуктах термолиза биомассы бактерий Shewanella putrefaciens и асфальтенов, выделенных из нефти месторождения
Даган

 Число атомов “С” 
в н-алкане

Растворимое ОВ Продукты термолиза

через 40 ч через 60 ч нерастворимой части биомассы асфальтенов нефти м-ния Даган 

4.0 6.1 10.4 11.0
11 4.3 5.6 13.4 10.6
12 2.7 4.5 9.4 4.0
13 2.0 4.1 8.0 3.9
14 1.9 4.0 5.1 4.4
15 2.2 4.0 5.0 4.9
16 5.5 8.9 10.6 4.7
17 4.1 6.5 5.6 4.7
18 3.7 8.2 5.5 4.7
19 2.1 4.0 3.1 4.5
20 2.4 4.9 2.9 5.0
21 1.9 2.5 1.7 4.3
22 2.2 14.7 2.6 4.1
23 3.7 2.3 1.3 3.7
24 2.6 3.0 1.2 3.5
25 7.2 2.7 2.0 3.4
26 3.3 2.2 0.7 2.8
27 9.5 1.4 1.3 2.9
28 4.1 0.9 0.6 2.0
29 8.4 0.7 1.3 2.6
30 2.2 0.3 0.5 1.3
31 6.5 0.3 0.9 2.4
32 1.2 0.1 0.2 0.8
33 2.6 0.1 0.2 0.9
34 0.8 0.0 0.1 0.4
35 0.5 0.0 0.1 0.3
36 0.4 0.0 0.1 0.2

Пристан 3.4 3.8 3.1 1.2
Фитан 4.9 4.1 3.3 1.0

ным числом атомов углерода в молекуле С23,С25,
С27, С29, С31 и С33 над н-алканами с четным числом
атомов углерода в молекуле С24, С26, С28, С30, С32 и
С34. Среди более короткоцепочечных н-алканов в
экстракте, отобранном через 60 ч, в отличие от
экстракта, отобранного через 40 ч, наблюдается
значительное превалирование н-алканов с чет-
ным числом атомов углерода в молекуле состава
С16,С18, С20 и С22 над таковыми с нечетными со-
ставами С17,С19, С21 и С23. Особенно отмечается
превалирование докозана (табл. 1, рис. 1).

Распределение изопренанов состава С11–С20 в
обоих экстрактах довольно близко (табл. 2, рис. 2).

Величина генетического показателя – отноше-
ния пристан/фитан – ниже единицы (0.69 и 0.92),
что соответствует нефтям, генерированным в мор-
ских условиях (табл. 3, рис. 3). В обоих экстрактах
найден псевдорегулярный изопренан состава С17,
который практически отсутствует во всех нефтях
мира, и отсутствует изопренан состава С12. В обо-
их экстрактах обнаружен нерегулярный непре-
дельный изопренен сквален (2,6,10,15,19,23-гекса-
метилтетракоза-2,6,10,14,18,22-гексаен), причем в
экстракте, отобранном через 40 ч, этого УВ содер-
жится в три раза больше, чем в экстракте, ото-
бранном через 60 ч (табл. 3).
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В продуктах термолиза нерастворимой части
(керогена) биомассы бактерий Shewanella putrefa-
ciens наблюдается нефтяное распределение н-ал-
канов состава С10–С36 со значительным превали-
рованием н-гексадекана и с незначительным пре-
валированием высокомолекулярных н-алканов с
нечетным числом атомов углерода в молекуле
(рис. 1).

Наряду с термолизом нерастворимой части
биомассы бактерий, как было сказано выше, мы,
в аналогичных условиях, провели термолиз ас-
фальтенов, выделенных из той же нефти место-
рождения Даган. Асфальтены являются продук-
тами наиболее близкими к керогену (отличие за-
ключается в том, что кероген – биополимер, а
асфальтены – биоолигомеры), и в результате их

термолиза образуются те же УВ-биомаркеры, ко-
торые присутствуют и в нефтях [1, 8–10]. Кроме
того, асфальтены также являются продуктами пе-
реработки исходного ОВ, в том числе, очевидно,
и бактерий.

В продуктах термолиза асфальтенов, анало-
гично термолизатам нерастворимой части био-
массы бактерий Shewanella putrefaciens, наблюда-
ется нефтяное распределение н-алканов С10–С36
и изопренанов С11–С20. Отличие заключается в
том, что в термолизатах асфальтенов н-алканов
образуется значительно больше по сравнению с
изопренанами: величины отношений пристан/С17
и фитан/С18 в термолизатах асфальтенов состав-
ляют 0.25 и 0.22, соответственно, против 0.56 и
0.60 в термолизатах биомассы бактерий (табл. 3,

Таблица 2. Сравнительная характеристика растворимой части, продуктов термолиза (330°С) нерастворимой ча-
сти (керогена) биомассы бактерий Shewanella putrefaciens и асфальтенов, выделенных из нефти месторождения
Даган, по н-алканам и изопренанам

 Число атомов “С”
в изопренане

Растворимое ОВ Продукты термолиза

через 40 ч через 60 ч нерастворимой части биомассы асфальтенов нефти м-ния Даган

11 9.2 10.8 10.2 23.1
12 0.0 0.0 0.0 0.0
13 3.0 3.1 23.1 3.8
14 4.3 6.9 7.8 10.6
15 4.6 7.3 5.7 12.5
16 7.2 8.1 7.8 15.9
17 2.0 9.6 7.2 1.4
18 12.2 9.6 7.2 12.5
19 25.0 21.9 15.3 10.6
20 32.6 22.7 15.6 9.6

Таблица 3. Сравнительная характеристика растворимой части, продуктов термолиза (330°С) нерастворимой
части (керогена) биомассы бактерий Shewanella putrefaciens и асфальтенов, выделенных из нефти месторождения
Даган, по н-алканам и изопренанам

Примечание:  = (н-С13 + н-С15 + н-С17 + н-С19 + н-С21)/(н-С14 + н-С16 + н-С18 + н-С20 + н-С22);  = (н-С25 + н-С27 +
+ н-С29 + н-С31 + н-С33)/(н-С26 + н-С28 + н-С30 + н-С32 + н-С34);
* Сквален – 2,6,10,15,19,23-гексаметилтетракоза-2,6,10,14,18,22-гексаен.

Образец Пристан/ 
фитан

Пристан/ 
н-С17

Фитан/
н-С18

Пристан + фитан/ 
н-С17 + н-С18

Сквален*/ 
н-С28

изо-C17/ 
н-С16

Растворимая часть 
через 40 ч

0.69 0.84 1.34 1.08 0.78 2.97 13.9 0.05

Растворимая часть 
через 60 ч

0.92 0.58 0.50 0.53 0.52 1.44 4.3 0.19

Продукты термолиза 
нерастворимой части 
(керогена)

0.94 0.56 0.60 0.58 0.87 2.69 9.0 0.14

Продукты термолиза 
асфальтенов нефти 
м-ния Даган

1.15 0.25 0.22 0.23 0.97 1.67 3.6 0.03

1
нечК 2

нечК

1
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нечК



760

НЕФТЕХИМИЯ  том 60  № 6  2020

ЮСУПОВА и др.

Рис. 1. Распределение н-алканов С10–С36 и изопренанов С19 (пристан) и С20 (фитан) в экстрактах растворимой части,
отобранных в разное время, и в продуктах термолиза (330°C) нерастворимой части (керогена) биомассы бактерий She-
wanella putrefaciens и асфальтенов нефти м-ния Даган
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рис. 4). Кроме того, в термолизатах асфальтенов
практически отсутствует псевдорегулярный изо-
пренан состава С17.

Стераны и терпаны. В табл. 4 и 5 и на рис. 5 и 6
представлена сравнительная характеристика уг-
леводородного состава экстрактов растворимой

части биомассы бактерий Shewanella putrefaciens, а
также продуктов термолиза нерастворимой части
биомассы и асфальтенов, выделенных из нефти
м-ния Даган, по стеранам и терпанам. Важно от-
метить, что, в отличие от биомассы бактерий Geo-
bacilus jurassicus, выделенных из нефти того же ме-

Рис. 2. Распределение изопренанов С11–С20 в экстрактах растворимой части, отобранных в разное время, и в продук-
тах термолиза (330°C) нерастворимой части (керогена) биомассы бактерий Shewanella putrefaciens и асфальтенов нефти
м-ния Даган.
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сторождения [8], в растворимой части и в продук-
тах термолиза нерастворимой части биомассы
бактерии Shewanella putrefaciens найдены стераны
и терпаны.

Из табл. 4 и рис. 5 видно, что термическая зре-
лость асфальтенов значительно ниже, чем тако-
вая в растворимой части и термолизате нераство-
римой части биомассы бактерий. Коэффициенты
зрелости, рассчитанные по регулярным стеранам
состава С29  и  составляют, соответственно,
0.42 и 0.71 в среднем против 0.28 и 0.43. Они еще

1
зрК 2

зрК

не достигли равновесного состояния, в котором
 и  равны 0.55 и 0.86, соответственно. Отно-

сительное распределение регулярных стеранов
состава С27–С29 во всех случаях довольно близко
между собой. Величина отношения диа/рег-сте-
ранов как в случае экстрактов биомассы бакте-
рий, так и в случае продуктов термолиза нерас-
творимой части биомассы варьирует в пределах
0.52–0.64. Это характерно для ОВ, генерирован-
ного в глинистых толщах. В случае же продуктов
термолиза асфальтенов эта величина составляет

1
зрК 2

зрК

Рис. 3. Сравнительная характеристика растворимой части биомассы бактерий Shewanella putrefaciens, отобранной в
разное время, по н-алканам и изопренанам.
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Растворимая часть через 40 ч
Растворимая часть через 60 ч

неч

неч

Таблица 4. Сравнительная характеристика биомассы бактерий Shewanella putrefaciens и асфальтенов, выделен-
ных из нефти м-ния Даган, по стеранам

Примечание:  = αЅ/(αS + αR),  = αββ/(αββ + αR), диа/рег (диахолестаны 10α13β17α20S и 20RC27), С27 : С28 : С29 –
регулярные стераны С27, С28, С29.

Образец
Регулярные стераны Стераны С29

С27/С29 С28/С29 С27 : С28 : С29 диа/рег

Рстворимая часть через 40 ч 0.73 0.63 30 : 27 : 43 0.41 0.72 0.52 24
Растворимая часть через 60 ч 1.43 1.00 42 : 29 : 29 0.45 0.72 0.64 81
Продукты термолиза
нерастворимой части
(керогена)

1.30 0.86 41 : 27 : 32 0.40 0.68 0.58 45

Продукты термолиза
асфальтенов нефти м-ния Даган

1.03 1.10 33 : 35 : 32 0.28 0.43 0.29 34

(
)

21 22

21 22

27 29

Прегнаны (C –C )
прегнаны (C –C )

+ стераны (C –C ) , %
+





1
зрК 2

зрК

1
зрК 2
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Рис. 4. Сравнительная характеристика продуктов термолиза (330°C) нерастворимой части (керогена) биомассы бакте-
рий Shewanella putrefaciens и асфальтенов нефти м-ния Даган по н-алканам и изопренанам
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Таблица 5. Сравнительная характеристика биомассы бактерий Shewanella putrefaciens и асфальтенов, выделен-
ных из нефти м-ния Даган, по терпанам

Примечание: Ts – 22,29,30-трисноргопан (17α-метил, 18α); Tm – 22,29,30-трисноргопан (18α-метил, 17α); Г30 – гопан – пен-
тациклический терпан, С30 (17α, 21β); неоАд – неоадиантан, С29 (17-метил, 18α, 21β); Ад – адиантан – 30-норгопан, С29 (17α,
21β); М30 – моретан, С30 (17β, 21α); три – хейлантан, С21 (13β, 14α); тетра – тетрациклический терпан, С24 (13β,14α).

Образец Ts/Tm Г29/Г30 М30/Г30 Г27 : Г29 : Г30 : Г31
Три/ 
пента

Тетра/ 
три

Г30/Cт29 НеоАд/Ад

Рстворимая часть через 40 ч 0.57 0.78 0.17 19 : 24 : 30 : 27 0.61 0.45 0.66 0.29
Растворимая часть через 60 ч 0.64 0.74 0.20 27 : 24 : 32 : 17 1.50 0.27 1.41 0.44
Продукты термолиза
нерастворимой части
(керогена)

0.73 0.76 0.21 23 : 25 : 34 : 18 1.22 0.27 1.22 0.38

Продукты термолиза
асфальтенов нефти м-ния Даган

0.19 0.92 0.42 18 : 32 : 35 : 14 0.24 0.20 2.51 0.13

Рис. 5. Сравнительная характеристика биомассы бактерий Shewanella putrefaciens и асфальтенов, выделенных из нефти
м-ния Даган, по стеранам.
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0.29, что характерно для ОВ, генерированного в
глинисто-карбонатных толщах.

Среди терпанов так же, как и среди стеранов,
наблюдается их нефтяное распределение (табл. 5,
рис. 6). Во всех случаях величина отношения ко-
эффициентов зрелости Тs/Tm ниже единицы и
варьирует в пределах 0.19–0.73, свидетельствуя о
низкой степени термической зрелости ОВ. Также
о низкой степени термической зрелости свиде-
тельствуют и довольно большие относительные
концентрации моретана С30.

Таким образом, на основании изучения зако-
номерностей распределения УВ в экстрактах (рас-
творимой части) биомассы бактерий Shewanella
putrefaciens, выделенных из нефти месторождения
Даган, а также в продуктах термолиза нераство-
римой части биомассы этих бактерий и асфаль-
тенов, выделенных из этой нефти, можно пред-
положить, что в образование углеводородов-био-
маркеров нефти месторождения Даган внесла
определенный вклад и биомасса бактерий She-
wanella putrefaciens.
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