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Изучен процесс биодеструкции нефраса углеводородокисляющими микроорганизмами методом газо-
вой хроматографии. Показано, что комплексный состав биопрепарата способствует полной деструкции всех 
классов углеводородов, входящих в состав нефтепродукта. Выявлено, что большей скоростью ферментатив-
ной биотрансформации обладают парафины и нафтены, полная деструкция изопарафинов и ароматических 
углеводородов наступает через 9 дней. Показано, что количество индивидуальных компонентов сложной 
многокомпонентной системы нефтепродукта в процессе биодеструкции уменьшается в 25 раз. Отображена 
динамика изменения численности микроорганизмов в процессе биодеструкции. Установлено, что исследу-
емый биопрепарат является эффективным деструктором нефти и нефтепродуктов с похожими физико-хи-
мическими показателями. Полученные данные можно использовать при создании новых сообществ угле-
водородокисляющих микроорганизмов, ориентированных на физико-химические параметры загрязнителя.
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The process of nefras biodegradation by hydrocarbon-oxidizing microorganisms by gas chromatography 
method was examined. It is shown that the complex structure of a biological product contributes to the total 
destruction of all hydrocarbons classes of oil. It was revealed that paraffi ns and naphthenes have the higher rate of 
enzymatic biotransformation, complete destruction of isoparaffi ns and aromatics comes in 9 days. It was shown that 
the amount of the individual components of the complex multi-component system in the biodegradable oil decreases 
25 times. Dynamics of microorganisms population in the process of biodegradation was displayed. It was discovered 
that the studied biological product is effective destructor of oil and petroleum products with similar physical and 
chemical characteristics of nefras. The resulting data can be used to create new communities of hydrocarbon-
oxidizing microorganisms focused on physical-chemical parameters of the pollutant.
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Загрязнение окружающей среды неф-
тью и нефтепродуктами – актуальная эколо-
гическая проблема для нефтедобывающих 
регионов. На различных производственно-
технологических стадиях функционирова-
ния нефтегазового комплекса происходят 
аварийные ситуации, приводящие к загряз-
нению окружающей среды углеводородами 
нефти, газового конденсата и продуктами 
их переработки. В среднем 3 % добываемой 
нефти попадает в окружающую среду толь-
ко на этапе ее добычи и транспортировки, 
что в абсолютном исчислении составляет 
десятки миллионов тонн [1, 2, 5]. 

Наиболее перспективным, экологи-
чески чистым и часто единственно воз-
можным способом решения данных эко-
логических проблем является применение 
биологических технологий, основанных на 
использовании микробных биопрепаратов, 

изготовленных из активной биомассы угле-
водородокисляющих микроорганизмов. 
Для таких микроорганизмов углеводоро-
ды являются естественным источником 
питания, поэтому в процессе жизнедея-
тельности они активно размножаются, по-
требляя загрязнения вплоть до их полного 
исчерпания [3].

Анализ изменений, происходящих в ми-
кробных сообществах нефтяных загрязнений 
путём определения численности микроорга-
низмов, выделения и идентификации микро-
организмов-деструкторов углеводородов, 
изучения биодинамики на основании оценки 
активности ферментов с параллельным хи-
мическим анализом остаточного содержания 
нефтяного загрязнителя, позволяет разрабо-
тать параметры микробиологических про-
цессов в нефтезагрязнённых почвах и во-
дных акваториях [4].
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Целью работы является изучение про-
цесса деструкции нефраса углеводородо-
кисляющими микроорганизмами биопре-
парата «МД» с помощью метода газовой 
хроматографии.

Материалы и методы исследования
В работе использовали углеводородокисляющие 

микроорганизмы, входящие в состав биопрепарата мар-

ки «МД», произведенного компанией ООО «Экойл» 
(город Томск). Биопрепарат содержит несколько штам-
мов микроорганизмов-деструкторов, способных утили-
зировать углеводороды с различной длиной углеродной 
цепи. Использовалась жидкая форма биопрепарата, 
представляющая собой маточную культуру с плотно-
стью микроорганизмов 108–109 КОЕ/мл.

Для роста, развития микроорганизмов и актива-
ции ферментов готовилась минеральная среда следу-
ющего состава:

Макросоли 
NH4H2PO4  10 г
K2HPO4  10 г 
MgSO4  0,7 г
FeSO4∙7H2O  0,0125 г
ZnSO4∙7H2O  0,0125 г 
MnSO4∙5H2O  0,0125 г 
CuSO4∙5H2O  0,003 г 
NaCl 0,1 г

Микросоли
Трилон Б  500 мг
FeSO4∙7H2O  200 мг
ZnSO4∙7H2O  10 мг
MnCl2∙4H2O  3 мг
CoCl2∙6H2O  20 мг
H3BO3  30 мг
CuCl2∙6H2O  2 мг 
Na2MoO4∙2H2O  3 мг

В колбу объемом 2 л вносили 1 л минеральной 
среды, 50 мл нефтепродукта и 50 мл биопрепарата 
«МД». Культивирование проводилось на термостати-
рованной качалке ЛАБ-ПУ-01 с частотой вращения 
105–110 об/мин при температуре 30–32 °С.

В качестве субстрата использовался Нефрас С2 – 
80/120 °С; ТУ 38-401-67-108-92 (ЗАО «Рязанская не-
фтеперерабатывающая компания») – прозрачная 
маслянистая жидкость, представляющая собой легко-
кипящую фракцию деароматизованного бензина пря-
мой перегонки малосернистых нефтей. Данный 
нефтепродукт характеризуется следующими физико-
химическими свойствами:

Плотность при Т – 20 °С, кг/м3 689,2
Массовая доля серы, %  0,000036
Фракционный состав:

температура начала кипения, °С  84
98 % перегоняется при температуре, °С  92
остаток в колбе после перегонки, %  0,8

Содержание углеводородов в нефтепродукте 
определяли на хроматографе «Хроматэк-Кристалл 
5000» с пламенно-ионизационным детектором при 
следующих условиях:

– длина колонки – 100 м;
– диаметр колонки – 0,25 мм;
– температура испарителя – 295 °С;
– температура термостата – 290 °С;
– газ-носитель – гелий;
– расход газа-носителя – 315 мл/мин;
– общее время анализа – 2 ч 30 мин.
Для подсчета численности и отображения дина-

мики роста микроорганизмов производилось после-
довательное разведение и посев на плотную среду 
(мясопептонный агар) по методу Коха. Рост бактерий 
на агаризованной среде осуществлялся при темпера-
туре 29–31 °С в течение 2 суток.

Результаты исследования 
и их обсуждение

Нефрас является сложной многокомпо-
нентной системой, содержащей 98 индиви-
дуальных компонентов всех классов угле-
водородов. Процесс деструкции нефраса 
углеводородокисляющими микроорганиз-
мами осуществлялся путем ежедневного 

отбора проб из реакционной массы на хи-
мический и микробиологический анализы. 
По данным анализа методом газовой хро-
матографии судили об остаточном содер-
жании и степени деструкции компонентов 
нефтепродукта и отдельных классов угле-
водородов. 

Как видно из рис. 1, первыми биоде-
струкции подвергаются молекулы алканов 
и циклопарафинов вследствие простого 
строения углеродной цепи. Так, в первые 
сутки происходит значительное снижение 
количества алканов в смеси, их концентра-
ция через 24 часа снизилась на 49 %. Мини-
мальное содержание парафинов в анализи-
руемом нефтепродукте наблюдается после 
96 часов воздействия микроорганизмов. 
Концентрация нафтеновых углеводородов 
спустя 72 часа биодеструкции сводится 
к нулю.

В процессе деструкции изопарафинов 
происходит биотрансформация (химическая 
модификация) вещества под действием фер-
ментативного аппарата углеводородокисля-
ющих микроорганизмов: изомеразы (катали-
зирует структурные превращения изомеров) 
и дегидрогеназы (катализирует перенос про-
тона, отщепление водорода). Изменение кон-
центрации изоалканов в процессе биотранс-
формации показано на рис. 2.

Значительное снижение концентрации 
изопарафинов наблюдается через 24 часа, 
когда доля изоалканов снизилась в 3,7 раза по 
сравнению с первоначальным содержанием.

Изменение концентрации олефинов в си-
стеме также связано с химическими превра-
щениями под воздействием дегидрогеназы, 
протекающими по следующей схеме: 

           
  дегидрогеназа

R–CH2–CH3  R–CH = CH2 + H2
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Рис. 1. Динамика деструкции нафтенов и парафинов

Рис. 2. Снижение концентрации изопарафинов

Параллельно в системе проходит нако-
пление ароматических углеводородов, свя-
занное со снижением концентрации легких 
фракций тремя путями:

1) дегидроциклизация алканов;
2) дегидрирование циклоалканов;
3) дегидрирование алкилзамещенных 

циклоалканов.
Процесс деструкции ароматических 

углеводородов ускоряется в смешанной ми-
кробной популяции, где степень окисления 
ароматических углеводородов ассоциаци-
ей микроорганизмов выше, чем отдельных 
компонентов чистыми культурами. Изучае-
мый биопрепарат «МД» является комплекс-
ным, т.е. содержит несколько культур угле-
водородокисляющих микроорганизмов, что 
способствует высокой скорости деструкции 
аренов. 

Из рис. 3 видно, что после накопле-
ния ароматических углеводородов в тече-
ние 24 часов происходит их дальнейшая 
деструкция, объясняемая процессами со-

окисления. Так, углеводороды, устойчивые 
к биодеструкции (например, полиаромати-
ческие), исчезают из среды вследствие раз-
рушения в условиях сопряженных окисли-
тельных реакций. 

Также отслеживалась деструкция об-
щего числа компонентов в системе. Из-
начально в нефтепродукте содержалось 
98 углеводородов. На рис. 4 изображена 
кривая изменения количества индивидуаль-
ных компонентов в смеси. Видно, что че-
рез 216 часов биодеструкции в системе их 
осталось 4, т.е. общее число компонентов 
уменьшилось в 25 раз. Остаточными угле-
водородами являются тяжелые парафины – 
преимущественно декан и пентадекан. 

Параллельно в ходе исследования де-
струкции нефраса углеводородокисляю-
щими микроорганизмами следили за чис-
ленностью микроорганизмов. На рис. 5 
отображена динамика изменения числен-
ности микроорганизмов в процессе биоде-
струкции. 
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Рис. 3. Динамика изменения доли ароматических соединений

Рис. 4. Динамика снижения числа индивидуальных компонентов в смеси

Рис. 5. Динамика изменения численности микроорганизмов

На полученной типичной кривой роста 
бактерий можно выделить 4 фазы: лаг-фаза 
(24–264 часа), соответствующая периоду 
физиологического приспособления. Имен-

но в этой фазе происходит биодеструкция 
парафинов, изопарафинов, ароматических 
углеводородов. Далее в системе образу-
ются кислородсодержащие органические 
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соединения: эфиры (этил-трет-бутиловый 
эфир, трет-амиловый эфир, диизопропило-
вый эфир) и спирты (пропанол, бутанол), 
что соответствует экспоненциальной фазе 
роста бактерий (264–312 часов), характери-
зующейся максимальной скоростью клеточ-
ного деления. После 456 часов наступает 
фаза отмирания, причиной которой явля-
ются накопление токсичных метаболитов 
и разрушение под действием собственных 
ферментов. 

Выводы
Таким образом, исследован процесс 

биодеструкции нефраса углеводородокис-
ляющими микроорганизмами биопрепарата 
«МД». Показано, что комплексный состав 
биопрепарата способствует полной де-
струкции всех классов углеводородов вхо-
дящих в состав нефтепродукта. Доказано, 
что быстрее всего биодеструкции подвер-
гаются парафины и нафтены, их концентра-
ция через 48 часов снижается на 80 %. Че-
рез 216 часов биодеструкции концентрация 
изопарафинов уменьшается на 100 %, про-
исходит полное исчезновение данного клас-
са углеводородов. Деструкции подвергают-
ся также и ароматические углеводороды, их 
полная биотрансформация наступает через 
9 суток воздействия биопрепарата. 

Исследуемый биопрепарат является эф-
фективным деструктором нефти и нефте-
продуктов со схожими физико-химически-
ми характеристиками нефраса.

Данные, полученные в ходе эксперимен-
та, могут быть использованы при создании 
новых сообществ углеводородокисляющих 
микроорганизмов, ориентированных на фи-
зико-химические параметры загрязнителя. 

Работа выполнена в рамках государствен-
ного задания «Наука» по теме 3.2702.2011.
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