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Исследована биодеградация некоторых видов жидких нефтяных моторных топлив и топливных
смесей, содержащих в составе биодизельное топливо (метиловые эфиры жирных кислот рапсового
масла), аэробными ацидофильными актинобактериями Mycobacterium sp. AGS10. Показано, что
штамм AGS10 использует авиационный керосин Джeт А-1 в качестве единственного источника уг-
лерода и энергии в условиях высокой кислотности. За 21 сут культивирования при температуре 30°С
и рН 2.5 численность бактерий возрастала с 4.2 × 106 до 7.0 × 108 кл./мл, а степень деструкции рас-
творимой в гексане части топлива составила 90.4%. Исследуемые бактерии также утилизируют ком-
поненты зимнего дизельного топлива, в том числе С8–С20 н-алканы, изо-алканы и ароматические
соединения. В тех же условиях инкубации общее потребление углеводородов составило 99.4%, при
этом изменение соотношения (изо-С19 (пристан) + изо-С20 (фитан))/(н-С17 + н-С18) от 1.21 в кон-
трольном образце до 2.39 в опытном, где имела место бактериальная деструкция, указывало на
предпочтительное использование бактериями нормальных алканов по сравнению с изопреноида-
ми. В период с 4 до 12 сут потребилось более 90% углеводородов дизеля, а численность бактериаль-
ной популяции увеличилась на три порядка. В топливных смесях, содержащих биодизельное топ-
ливо, штамм AGS10 потреблял как углеводородные, так и кислородсодержащие (растительного про-
исхождения) компоненты, при этом предпочтительно бактерии использовали углеводороды, а
соотношение между нефтяным дизельным топливом и биодизельным топливом в составе смеси из-
менялось со временем.
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зельное топливо, биодизельное топливо, метиловые эфиры жирных кислот, двумерная газовая хро-
матография–масс-спектрометрия
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Жидкие нефтяные моторные топлива находят
широкое применение в двигателях внутреннего
сгорания, в том числе на различных видах транс-
порта и в газотурбинных двигателях. Ограничен-
ность запасов сырой нефти, а также высокие эколо-
гические риски, связанные с крупномасштабным
производством, использованием в подвижных ме-
ханизмах, развитой инфраструктурой хранения и
распределения углеводородных топлив, стимули-
руют поиск и распространение альтернативных
видов топлива. Целью этих исследований и раз-
работок является расширение сырьевой базы за
счет новых топлив из возобновляемых ресурсов
для частичной замены топлив, вырабатываемых
из ископаемого сырья.

Одним из перспективных видов альтернативно-
го топлива является биодизельное топливо (БД),

которое в последние десятилетия во всем мире
приобретает все большее распространение. БД,
состоящее из моноалкиловых (чаще всего мети-
ловых или этиловых) эфиров длинноцепочечных
жирных кислот, получают преимущественно пу-
тем основной переэтерификации одноатомными
спиртами растительных масел (рапсового, соево-
го, подсолнечного, хлопкового, пальмового, ка-
сторового, арахисового и других, менее распро-
страненных видов масел), представляющих собой
смешанные триглицериды жирных кислот, а так-
же животных жиров и рыбьего жира (Ma, Hanna,
1999; Pinto et al., 2005; Demirbas, Balat, 2006;
Canoira et al., 2010). Для производства БД могут
использоваться также отработанные раститель-
ные масла и жиры в составе сточных вод комму-
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нального хозяйства и пищевого производства
(Suehara et al., 2005).

БД может служить топливом в чистом виде, но
обычно применяют его смеси с минеральным ди-
зельным топливом (ДТ), в котором процентное
содержание метиловых эфиров жирных кислот
(МЭЖК) составляет от 2 до 20% по объему в зави-
симости от принятых в стране использования
стандартов (Knothe et al., 2005), поскольку при
этом не требуется модификация двигателей внут-
реннего сгорания. Другая причина использова-
ния именно топливных смесей связана с недоста-
точной морозостойкостью 100% БД, температура
помутнения которого составляет около –3°С, что
превышает аналогичный показатель как для лет-
него дизельного топлива (–5°С), так и, тем более,
для зимнего (–25°С). К достоинствам БД, наряду
с высокой теплотворной способностью, можно
отнести хорошие смазочные свойства, высокую
температуру воспламенения и цетановое число,
почти полное отсутствие в его составе серы, по-
лициклических ароматических углеводородов и
металлов (Knothe, Steidley, 2005; Huang et al.,
2012). С заменой минерального топлива на БД со-
кращаются выбросы в окружающую среду СО2,
СО, SO2, углеводородов, сажи и т.п. (Pinto et al.,
2005; Knothe et al., 2005). Кроме того, по сравне-
нию с углеводородным дизельным топливом, БД
имеет меньшую токсичность для живых организ-
мов и довольно легко подвергается микробной
деструкции (Zhang et al., 1998; Lapinskiene et al.,
2006; Silva et al., 2012), поскольку образующие его
эфиры жирных кислот являются природными со-
единениями, распространенными в окружающей
среде (Mudge, Pereira, 1999). Учитывая вышеска-
занное, БД можно рассматривать как энергоэф-
фективную, сравнительно безопасную и эколо-
гичную горючую смесь.

Окисление органических загрязнителей аэроб-
ными микроорганизмами является важным факто-
ром, обеспечивающим их удаление из окружаю-
щей среды. Изучение процесса биодеградации
необходимо, чтобы предвидеть возможные риски
и определить наиболее подходящую стратегию
восстановления загрязненных объектов.

Все нефтяные моторные топлива представля-
ют собой сложные смеси, состоящие преимуще-
ственно из углеводородов разной молекулярной
массы и химического строения. В то же время уг-
леводородные топлива сильно различаются по
составу, что не может не сказываться на их био-
разлагаемости. Например, в бензине, получае-
мом из относительно легких фракций нефти,
идентифицировано более 200 индивидуальных
углеводородов, основная часть которых представ-
лена ароматическими соединениями (50%) и изо-
алканами (35%) с числом атомов углерода от 4–5

до 10 (Marchal et al., 2003). С увеличением числа
атомов углерода в молекуле и протяженности ря-
да углеводородов сложность химического состава
топлива резко возрастает. В более тяжелых сред-
недистиллятных топливах, таких как дизельное
топливо (ДТ), обнаружены уже тысячи соедине-
ний с числом атомов углерода от 8–12 до 25–27,
главным образом, насыщенные углеводороды
(более 60%), арены (около 39%), алкены (1–2%) и
гетероциклические соединения (Bacha et al., 1998;
Olson et al., 1999; Marchal et al., 2003). Многие ав-
торы отмечают, что бензин легче подвергается
биодеструкции, чем дизельное топливо; особенно
трудно окисляется тяжелая фракция последнего
(Marchal et al., 2003; Chemlal et al., 2013). Однако во
всех видах топлива присутствуют соединения, от-
личающиеся высокой устойчивостью к микробно-
му воздействию, среди которых метилированные
антеизо-алканы, триметилалканы с четвертичным
атомом углерода, декалины и др. (Marchal et al.,
2003; Prince et al., 2008). Деградацию подобных
соединений могут обеспечить кооперация членов
микробного сообщества, кометаболизм или уни-
кальные метаболические способности его пред-
ставителей (Solano-Serena et al., 2000; Marchal
et al., 2003).

В последние годы в связи с коммерциализацией
БД возрос интерес к изучению биодеструкции топ-
ливных смесей, содержащих его в своем составе.
Сообщалось, что добавление БД стимулирует
биодеградацию топливных смесей за счет комета-
болической трансформации углеводородов (Zhang
et al., 1998; Mudge, Pereira, 1999). Однако по неко-
торым данным (Owsianiak et al., 2009) эффект от
присутствия БД может быть и обратным. В рабо-
тах (Prince et al., 2007, 2008) обнаружено, что в
сходных условиях культивирования скорости
биодеградации индивидуальных углеводородов
топливной смеси с содержанием БД 20 об. % и
бензина существенно не различались. Другие ав-
торы (DeMello et al., 2007; Prince et al., 2008) отме-
чали, что в морских и пресноводных микрокос-
мах МЭЖК БД разлагались с той же скоростью,
что и н-алканы дизельного топлива, но быстрее,
чем другие компоненты дизеля. Присутствие БД
способствовало диспергированию минерального
дизельного топлива, но не влияло на состав смеси
остаточных (после биодеструкции) углеводоро-
дов после продолжительной инкубации (DeMello
et al., 2007). Вместе с тем в хронически загрязнен-
ных сайтах БД может действовать как биосурфак-
тант, способствуя мобилизации сорбированных в
пористых средах полициклических углеводоро-
дов каменноугольной смолы (Taylor, Jones, 2001)
и сырой нефти (Miller, Mudge, 1997; Pereira,
Mudge, 2004), в том числе тяжелой нефти (Fer-
nandez-Alvarez et al., 2007). Таким образом, на ос-
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новании приведенных литературных данных
трудно сделать однозначный вывод о влиянии БД
на биодеградацию углеводородов.

На биодеструкцию, наряду с составом, количе-
ством и другими характеристиками загрязнителя и
биологическими особенностями организмов-де-
структоров, оказывают воздействие внешние абио-
тические факторы среды обитания микроорга-
низмов. Очевидно, что в экосистемах с экстре-
мальными значениями одного или нескольких
физико-химических параметров (температура,
рН, соленость и др.) дальнейшую судьбу загряз-
няющего вещества определяют экстремофиль-
ные микроорганизмы (Margesin, Shinner, 2001),
однако многие аспекты этой проблемы слабо ис-
следованы. Несмотря на актуальность изучения
биодеградации разных видов моторного топлива
и широкое освещение этого вопроса в научной
литературе, сведения о возможности протекания
подобного процесса в области экстремально низ-
ких значений рН отсутствуют.

Целью настоящей работы было изучить биоде-
градацию нефтяных моторных топлив, авиацион-
ного керосина и зимнего дизельного топлива, а
также смесей, содержащих БД и товарное дизель-
ное топливо, аэробными углеводородокисляю-
щими бактериями Mycobacterium sp. AGS10 в усло-
виях высокой кислотности.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Бактериальный штамм и условия культивирова-

ния. В работе использовали ранее выделенный на-
ми штамм ацидофильных микобактерий, обозна-
ченный Mycobacterium sp. AGS10, который имеет
98% сходства по нуклеотидной последовательно-
сти гена 16S рРНК с Mycobacterium florentinum и
способен к деструкции индивидуальных углево-
дородов разного химического строения (Иванова
и соавт., 2016, 2017).

Бактерии культивировали в герметично за-
крытых флаконах с жидкой минеральной средой
(Иванова и соавт., 2013) и моторным топливом
(0.4–1.0 об. %) в качестве единственного источ-
ника углерода и энергии. Соотношение объемов
питательной среды и газовой фазы было доста-
точным, чтобы исключить лимитацию по кисло-
роду. Бактерии выращивали в течение 14–21 сут в
статических условиях при температуре 30°С и на-
чальном рН 2.5. Инокулятом (5 об. %) служила
культура, которую инкубировали в течение 7 сут в
среде со скваланом, 2,6,10,15,19,23-гексаметил-
тетракозаном (“Merck”, Германия; степень чисто-
ты 98.5%), внесенным в концентрации 0.05 об. %.
Для хроматографического анализа использовали
второй последовательный пересев на соответ-
ствующий субстрат.

Характеристика образцов нефтепродуктов и
биодизеля. В экспериментах по биодеградации в
качестве источника углерода для бактерий были
использованы два типа нефтепродуктов, авиаке-
росин и ДТ, а также топливные смеси ДТ с БД.

Авиационный керосин, Джет А-1 (Jet A-1) (неф-
теперерабатывающий завод (НПЗ) Зунг Куат,
Вьетнам) получен путем переработки нефти ме-
сторождения Белый Тигр. Данный нефтепродукт
представляет собой прозрачную бесцветную жид-
кость с характерным запахом, имеет плотность
при 15°С 0.780 г/см3, кинематическую вязкость
при ‒20°С 8.0 мм2/с, температуру замерзания
‒47°С. Это легкое топливо высокой степени
очистки от серы: 10% топлива отгоняется при
температуре до 200°С, 90% – при температуре не
выше 300°С, содержание общей серы составляет
0.2 мас. %. По спецификации производителя,
объемные доли (%) насыщенных углеводородов
(н-, изо- и циклоалканов), ароматических углево-
дородов (главным образом, метилированных
производных бензола и нафталина) и олефинов
составляют 82.4, 17.0 и 0.6 соответственно.

Зимнее дизельное топливо 3.0–0.2 (Ачинский
НПЗ Восточной нефтяной компании, Краснояр-
ский край, РФ), полученное в результате перера-
ботки западно-сибирской нефти, представляет
собой жидкость соломенно-желтого цвета с плот-
ностью и кинематической вязкостью при 20°С
0.835 г/см3 и 5.0 мм2/с соответственно. Топливо
имеет температуру застывания ‒35°С, цетановое
число – 51 ед., содержание общей серы – 0.2 маc. %.
Основу данного нефтепродукта составляют нор-
мальные парафины и ароматические соединения,
наряду с которыми присутствуют разветвленные,
циклические (в основном производные цикло-
гексана) и непредельные углеводороды, а также
некоторые другие соединения нефтяного проис-
хождения.

Биодизельное топливо (БД) представляет собой
метиловые эфиры жирных кислот, полученные
путем переэтерификации рапсового масла. Состав
БД был определен ранее (Канатьева и соавт., 2014).
Основные его компоненты – метилолеат (58.5%) и
метиллинолеат (18.1%). Минорные компоненты,
в сумме составляющие 23.4% смеси, представле-
ны главным образом изомерами метиловых эфи-
ров диеновых и триеновых (с двойными связями
в молекуле) и дииновых (с тройными связями)
кислот.

Для составления топливных смесей с БД в каче-
стве углеводородного компонента использовали
товарное дизельное топливо (ДТ) Евро-5 (ПАО
“Нефтяная компания “Лукойл”). Топливо пред-
ставляет собой жидкость с плотностью 0.823 г/см3

(при 15°С) и кинематической вязкостью 2.77 мм2/с
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(при 40°С), имеет цетановое число 51.0, содержит
4.4 мас. % полициклических ароматических угле-
водородов и 9.1 мг/кг общей серы (по данным
производителя); 38 об. % топлива отгоняется при
температуре менее 250°С, 96 об. % – не выше
350°С.

Аналитические методы исследования. Числен-
ность микобактерий определяли с помощью эпи-
флуоресцентной микроскопии в разбавленных
клеточных суспензиях на поликарбонатных филь-
трах с диаметром пор 0.2 мкм (“Millipore”, США)
с 4,6-диамино-2-фенилиндолом (DAPI) в каче-
стве красителя, как описано ранее (Иванова и со-
авт., 2017).

После инкубации 2 мл исследуемой пробы по-
мещали в виалу с 2 мл гексана, взбалтывали в тече-
ние 10 мин и отстаивали 2 ч. В результате жидкость
разделялась на два слоя, нижний из которых
представлял собой неорганическую фазу, а верх-
ний – гексан с растворенными в нем органиче-
скими соединениями. Пробу для хроматографи-
ческого анализа объемом 0.6 мкл отбирали из
верхней органической фазы.

Углеводороды и МЭЖК моторных топлив де-
тектировали с помощью двумерной хроматогра-
фической системы GC-2010 Plus (“Shimadzu”,
Япония) с неполярной (ПМС) и полярной (ПЭГ)
колонками, которые находились в независимых
термостатах, как описано в работе (Канатьева и
соавт., 2014). На выходе первой колонки установ-
лен пламенно-ионизационный детектор (ПИД),
на выходе второй – масс-спектрометрический де-
тектор GCMS-QP2010 Ultra с квадрупольным
фильтром. Переключение потока осуществляли с
помощью пневматического переключателя Динса
(Deans switch), расположенного внутри термостата
первой колонки. Условия разделения компонен-
тов пробы детально описаны в работе (Канатьева и
соавт., 2014). В случае использования масс-детек-
тора, идентификацию соединений, входящих в со-
став исследуемых образцов, проводили путем срав-
нения полученных масс-спектров с данными биб-
лиотек масс-спектров NIST 08, NIST 08s, NIST 11 и
Willey 9.

Степень биодеградации топлив оценивали по
изменению содержания детектируемых соедине-
ний в биодеградированном субстрате по сравне-
нию со стерильным контролем без микроорга-
низмов, инкубируемым в тех же условиях, как
описано ранее (Иванова и соавт., 2018).

Статистический анализ данных. Представлен-
ные в работе результаты отражают усредненные
величины по трем независимым сериям экспери-
ментов при трехкратной повторности измерений.
Статистическую обработку полученных данных
проводили по общепринятой методике (Ашма-
рин, Воробьев, 1962). Для оценки достоверности

различий использовали t-критерий Стьюдента с
расчетом 95% доверительного интервала.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Биодеградация компонентов нефтяных
моторных топлив ацидофильными бактериями 

Mycobacterium sp. AGS10

Биодеградация авиационного керосина. В на-
стоящей работе изучали возможность деструкции
авиационного керосина Джeт А-1 в качестве
единственного источника углерода и энергии
культурой бактерий штамма AGS10. Из рис. 1а вид-
но, что топливо Джeт А-1 имеет очень легкий со-
став. В углеводородном профиле контрольного об-
разца топлива идентифицированы С7–С12 н-алканы
(рис. 1а).

Ранее было показано, что штамм AGS10 эффек-
тивно использует С9–С21 н-алканы в составе угле-
водородсодержащих смесей (Иванова и соавт.,
2014, 2017), имеющих значительно более тяжелый
состав, чем Джет А-1. В том числе биодеструкция
технического керосина штаммом AGS10 за 20 сут
культивирования при рН 2.5 и температуре 30°С
составила 96% (Иванова и соавт., 2017). С другой
стороны, некоторые из присутствующих в составе
авиакеросина соединений, такие как низшие ал-
каны (С6–С9), производные бензола и тетралина,
известны как растворители, способные повре-
ждать мембраны и быть токсичными для бактерий
(Sikkema et al., 1994). Тем не менее, штамм AGS10
способен расти и утилизировать компоненты
Джeт А-1 в условиях высокой кислотности: за
21 сут культивирования при рН 2.5 численность
клеток бактерий возросла с 4.2 × 106 до 7.0 ×
× 108 кл./мл, а деструкция топлива составила
90.8% (рис. 1б).

Биодеградация зимнего дизельного топлива. На
рис. 2 представлено изменение численности кле-
ток штамма AGS10 в процессе использования угле-
водородного дизельного топлива. В контрольном
образце содержание зимнего дизельного топлива
оставалось практически неизменным на протя-
жении всего периода инкубации (данные не по-
казаны). В пробе с бактериями за 21 сут инкуба-
ции при температуре 30°С и рН 2.5 потребление
углеводородов дизеля составило 99.4% (рис. 2б),
при этом численность популяции бактерий уве-
личилась с 4.2 × 106 до 2.0 × 109 кл./мл (рис. 2а). В
период с 4 до 12 сут культивирования, когда ско-
рость биодеградации дизельного топлива была
максимальной, рост численности бактерий кор-
релировал со скоростью потребления дизеля. За-
тем происходило замедление процесса деструк-
ции углеводородов дизельного топлива на фоне



322

МИКРОБИОЛОГИЯ  том 88  № 3  2019

ИВАНОВА и др.

отсутствия заметных изменений в численности
микробной популяции.

Как видно из сравнения рис. 1а и 3а, авиацион-
ный керосин Джeт А-1 и зимнее дизельное топливо
имеют свои уникальные профили распределения
компонентов на хроматограммах. По сравнению с
авиакеросином для дизельного топлива характер-
но более широкое и равномерное распределение
нормальных предельных углеводородов состава
С8–С20, при этом наибольшую интенсивность
имеют пики более длинноцепочечных С11–С16
н-алканов. Среди идентифицированных углево-
дородов дизельного топлива также представлены
тяжелые изопреноиды, пристан и фитан, которых
нет в авиационном керосине. Для контрольного
образца дизельного топлива отношение концен-
трации изо-С19/изо-С20 составляет 1.50, а отноше-
ние (изо-С19 + изо-С20)/(н-С17 + н-С18) – 1.21.

В биодеградированном зимнем дизельном
топливе н-алканы и изопреноиды, пристан и фи-
тан, практически полностью элиминированы, так-
же как и многие неидентифицированные компо-
ненты этого нефтепродукта, пики которых на хро-
матограмме располагаются в промежутках между
пиками нормальных алканов (рис. 3б). В составе
данного нефтепродукта, по литературным дан-
ным (Prince et al., 2008; Болотник, 2017), эти пики
могут принадлежать предельным разветвленным
углеводородам, циклоалканам и ароматическим
соединениям. Отношение концентрации изо-
С19/изо-С20 сохраняется на прежнем уровне (1.54
против 1.50 в контроле), тогда как отношение

Рис. 2. Рост (а) и степень деструкции (б) углеводоро-
дов зимнего дизельного топлива штаммом AGS10 в те-
чение 21 сут инкубации при температуре 30°С и
рН 2.5.

6

7

8

9

10

0 4

Ч
ис

ле
нн

ос
ть

 б
ак

те
ри

й,
lg

 N
 [к

л.
/м

л]

8 12 16 20
Время, сут

(а)

20

60

100

80

40

120

0 4

О
ст

ат
оч

но
е 

со
де

рж
ан

ие
уг

ле
во

до
ро

до
в 

ди
зе

ля
, %

8 12 16 20
Время, сут

(б)

Рис. 1. Хроматограмма гексанового экстракта авиакеросина Джeт А-1 до (а) и после биодеградации (б) штаммом AGS10
в течение 21 сут инкубации при температуре 30°С и рН 2.5. Идентифицированные углеводороды: С7–С12 н-алканы.
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(изо-С19 + изо-С20)/(н-С17 + н-С18) возрастает до
2.39, что указывает на большую устойчивость
изопреноидов, по сравнению с нормальными ал-
канами, к биодеструкции в экстремально кислых
средах и согласуется с данными других авторов
(Prince et al., 2008), полученными для нейтро-
фильных бактерий.

Таким образом, в условиях высокой кислотно-
сти (рН 2.5) штамм AGS10 способен к эффективной
деструкции как легкого по составу нефтяного мо-
торного топлива (авиакеросин), так и более тяже-
лого зимнего дизельного топлива, содержащего
смесь углеводородов С8–С20 различного строения.

Биодеградация топливных смесей, содержащих 
углеводородный дизель и БД, ацидофильными 

бактериями Mycobacterium sp. AGS10

Модельные топливные смеси получали путем
последовательного разбавления чистого БД то-
варным ДТ. В результате были приготовлены топ-
ливные смеси, содержащие 20 и 5% (по объему)
МЭЖК, обозначенные БД20 и БД5 соответствен-
но. Для сравнения в экспериментах по биодегра-
дации использовали также чистый БД (БД100) и
товарное ДТ.

Как уже отмечалось, углеводородные мотор-
ные топлива и БД выполняют одну и ту же функ-
цию, но сильно различаются по своему проис-
хождению и составу. Показано (Канатьева и со-
авт., 2014), что двумерная газовая хроматография

с вырезанием пиков и масс-спектрометрическим
детектированием позволяет успешно обнаружить
метиловые эфиры жирных кислот БД в нефтяном
ДТ, т.к. углеводороды различного строения в со-
ставе ДТ удерживаются на второй (полярной) ко-
лонке значительно меньше кислородсодержащих
полярных компонентов БД. Основными компо-
нентами БД, полученного на основе рапсового
масла, являются метилолеат (метиловый эфир
октадецен-9-овой кислоты) и метиллинолеат
(метиловый эфир октадекадиен-9,12-овой кисло-
ты); в его состав в небольшом количестве также
входят изомеры метиловых эфиров других диено-
вых, предельных (гептадекановая) и триеновых
кислот. Все эти компоненты являются высококи-
пящими и могут быть успешно отделены от угле-
водородной составляющей топливной смеси при
использовании хроматографической колонки
длиной 60 м и соответствующего программирова-
ния температуры, что подтверждается приведен-
ными ниже результатами.

Хроматограммы образцов ДТ (рис. 4а) и БД100
(рис. 4б) показывают динамику изменений в со-
ставе и содержании этих видов топлив в ходе
культивирования со штаммом бактерий AGS10.
Для ДТ она в целом согласуется с ранее получен-
ными результатами: в течение первых 9 сут потреб-
ляется более 80% топлива. В то же время компо-
ненты БД100 расходуются значительно медленнее:
к концу 9-х сут инкубации бактерии утилизируют
только 62% МЭЖК. К 16-м сут эксперимента

Рис. 3. Хроматограмма алифатической фракции контрольного (а) и биодеградированного (б) образцов зимнего ди-
зельного топлива. Условия инкубации штамма AGS10: 21 сут при температуре 30°С и рН 2.5. Идентифицированные уг-
леводороды: С8–С20 н-алканы с соответствующей длиной углеродной цепи; i-С19 и i-С20 – пристан и фитан соответ-
ственно.

0.5
1.0
1.5

15

(б)
С17/i-C19

С17/i-C19

С18/i-C20

С18/i-C20
С19

С20

С16

С15С14С13С12

С11

С10
С9

С8

20 25 353010
Время удерживания, мин

И
нт

ен
си

вн
ос

ть
си

гн
ал

а 
де

те
кт

ор
а

П
И

Д
, м

кВ
 ×

 1
00

0

0.5

1.0

1.5

1510

(а)

20 35 403025
Время удерживания, мин

И
нт

ен
си

вн
ос

ть
си

гн
ал

а 
де

те
кт

ор
а

П
И

Д
, м

кВ
 ×

 1
0 0

00



324

МИКРОБИОЛОГИЯ  том 88  № 3  2019

ИВАНОВА и др.

биодеструкция обоих топлив достигает 100% (дан-
ные не показаны).

С другой стороны, кривые роста штамма AGS10
в среде с чистым ДТ и БД100, приведенные на
рис. 5, свидетельствуют о том, что в среде с ДТ
экспоненциальная фаза роста культуры наступа-
ет медленнее, и в стационарной фазе численность
клеток бактерий существенно ниже, чем в среде с
БД100.

На рис. 6 представлены хроматограммы разде-
ления гексанового экстракта топливных смесей
БД20 (а) и БД5 (б). Как видно из рисунка, боль-
шая скорость расходования углеводородных ком-
понентов по сравнению с МЭЖК подтверждается
и для топливных смесей. По истечении 9 сут для
обеих смесей наблюдалось практически полное
потребление бактериями углеводородной части, в
то время как пик МЭЖК оставался неизменным.
Интересно, что к этому моменту доля БД в топ-
ливной смеси (относительное содержание) воз-
росла ровно вдвое независимо от его содержания
в исходной смеси (рис. 7).

Изменения величины соотношения (изо-С19 +
+ изо-С20)/(н-С17 + н-С18) для различных видов
топлив в ходе эксперимента представлены в
табл. 1. К 9-м сут культивирования значение это-
го индекса для чистого ДТ возрастало почти
вдвое, с 0.62 до 1.20, но менялось незначительно
для топливных смесей БД20 и БД5 (с 0.62 до 0.71–
0.72 соответственно).

Таким образом, в ходе биодеструкции проис-
ходит разнонаправленное изменение профилей
углеводородной и полярной составляющих топ-
ливных смесей. Увеличение времени эксперимен-
та до 16 сут показало, что активное потребление
компонентов БД из топливных смесей начина-
лось только после исчерпания углеводородного
источника питания бактерий (данные не показа-

Рис. 4. Хроматограммы гексановых экстрактов ДТ (а) и БД100 (б), биодеградированных штаммом AGS10 при темпера-
туре 30°С и рН 2.5. Хроматограммы (сверху вниз): 0, 3, 6, 9 сут инкубации. 1 – метиллинолеат, 2 – метилолеат.

0

5

40

(б)

1

2

45 50
Время удерживания, мин

И
нт

ен
си

вн
ос

ть
си

гн
ал

а 
де

те
кт

ор
а

П
И

Д
, м

кВ
 ×

 1
00

0

0

5

2520

(а)

С17/i-C19
С18/i-C20

30 403515
Время удерживания, мин

И
нт

ен
си

вн
ос

ть
си

гн
ал

а 
де

те
кт

ор
а

П
И

Д
, м

кВ
 ×

 1
00

0

Рис. 5. Рост штамма AGS10 в течение 14 сут инкубации
при температуре 30°С и рН 2.5. 1 – ДТ, 2 – БД100.
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ны). Статистически значимых отличий в скоро-
сти потребления углеводородного компонента
(ДТ) в составе топливных смесей по сравнению с
чистым ДТ не обнаружено.

Иными словами, наблюдается интересный фе-
номен: в топливных смесях с БД при наличии
“легко усваиваемого субстрата”, МЭЖК, иссле-
дуемые бактерии в первую очередь утилизируют
более трудно окисляемые углеводороды ДТ. На
настоящий момент у нас нет объяснения столь
необычному пищевому предпочтению штамма
AGS10. Можно предположить, что это обусловле-
но более высокой молекулярной массой компо-
нентов БД, образованием токсичных продуктов
при гидролизе компонентов БД по сложноэфир-
ной связи (в частности – метилового спирта), ли-
бо накоплением жирных кислот (при рН 2.5 они
присутствуют в наиболее токсичной для бактерий
недиссоциированной форме). Также возможно,
что специфику протекания процесса деструкции
определяют условия инкубации – экстремально
низкие значения рН среды.

Приведенные результаты свидетельствуют о
высоком катаболическом потенциале штамма
AGS10 в отношении разных по происхождению и
составу жидких моторных топлив. Уникальность
исследуемого процесса биодеструкции заключа-
ется в том, что он осуществляется в условиях вы-
сокой кислотности (рН 2.5), в которых активное

функционирование большинства известных угле-
водородокисляющих микроорганизмов невоз-
можно. Дальнейшие исследования, направленные
на изучение биодеструкции культурой бактерий
Mycobacterium sp. AGS10 топливных смесей различ-
ного состава и высоко устойчивых к биодеструк-
ции углеводородов могут быть полезны в разработ-

Рис. 6. Хроматограммы гексановых экстрактов топливных смесей БД20 (а) и БД5 (б), биодеградированных штаммом
AGS10 при температуре 30°С и рН 2.5. Хроматограммы (сверху вниз): 0, 6, 9 сут инкубации.
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Рис. 7. Изменение относительных количеств МЭЖК
в составе топливной смеси в зависимости от продол-
жительности эксперимента для топливных смесей
БД20 (1) и БД5 (2).
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ке подходов для биоремедиации загрязненных
объектов с экстремально низкими значениями рН.
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Abstract—Biodegradation of liquid petroleum motor fuels and fuel mixtures containing biodiesel fuel (methyl
ethers of rapeseed fatty acids) by aerobic acidophilic actinobacteria Mycobacterium sp. AGS10 was studied.
Strain AGS10 was found to be able to grow on aviation kerosene Jet A-1 as the sole carbon and energy source
under highly acidic conditions. After 21 days of cultivation at 30°C and pH 2.5, bacterial numbers increased
from 4.2 × 106 to 7.0 × 108 cells/mL, while the hexane-soluble part of the fuel was degraded by 90.4%. The
strain also utilized components of the winter diesel fuel, including С8–С20 n-alkanes, iso-alkanes, and aro-
matic compounds. Overall hydrocarbon consumption under the same conditions was 99.4%. The ratio of
(iso-С19 (pristane) + iso-С20 (phytane))/(n-С17 + n-С18) changed from 1.21 in the control to 2.39 in the ex-
periment with bacterial degradation, which indicated preferable utilization of n-alkanes, rather than iso-
prenoids. Over 90% of diesel fuel hydrocarbons were consumed from day 4 to day 12 of cultivation, while
abundance of the bacterial population increased by three orders of magnitude. Strain AGS10 consumed both
hydrocarbons and oxygen-containing (plant-derived) components of the fuel mixtures with biodiesel fuel.
Bacteria preferentially consumed hydrocarbons, and the ratio between oil diesel fuel and biodiesel fuel in the
mixture changed in the course of incubation.

Keywords: acidic environment, aerobic hydrocarbon degradation, aviation kerosene, diesel fuel, biodiesel fu-
el, fatty acids methyl ethers, two-dimensional gas chromatography–mass spectrometry
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