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Показано, что при биодеградации ашальчинской нефти аборигенной почвенной микрофлорой
в лабораторных условиях наблюдается глубокая биодеструкция компонентов масел с изменением
молекулярного состава алифатических, нафтеновых и ароматических углеводородов (УВ). Установ-
лено, что алканы, три- и тетрациклические ароматические УВ присутствуют в маслах биодегради-
рованной нефти не только в молекулярной форме, но и в виде структурных фрагментов, связанных
через эфирный или сульфидный мостики в составе сложных высокомолекулярных образований.
Состав О- и S-связанных соединений перечисленных типов в маслах нефти, подвергнутой биоде-
градации, отличается.
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Информация о составе компонентов (масел,
смол и асфальтенов) тяжелых высоковязких неф-
тей и природных битумов необходима для реше-
ния проблем их добычи, трубопроводного транс-
порта, переработки и рационального использова-
ния, в частности, при производстве смазочных
масел [1, 2]. Актуальной также является проблема
рекультивации экосистем, загрязненных такими
нефтями. Одним из перспективных направлений
снижения концентрации нефтяного загрязнения
в экосистемах является биогенное окисление [3–6].
При этом предполагается не только внесение
биопрепаратов, содержащих углеводородокис-
ляющие микроорганизмы, но и активация або-
ригенной микрофлоры загрязненных объектов.
Примером такого подхода является работа [7].
В ней в лабораторном эксперименте изучена
биодеструкция тяжелой высоковязкой нефти
Ашальчинского месторождения аборигенной поч-
венной микрофлорой грунта на основе низинно-
го торфа и биогумуса. Установлено, что за 180 сут
эксперимента утилизация нефти составила 84%.
При этом все нефтяные УВ – алканы, нафтены,
арены – подверглись окислению на 68–99%.
Биодеструкция смол и асфальтенов составила 85.6
и 55.2%, соответственно. Выявлено заметное из-
менение структурно-групповых характеристик
средних молекул смол и асфальтенов. Следует

отметить, что в научной литературе [8–26] описа-
ны результаты, подтверждающие биодеграда-
цию нефтяных смолисто-асфальтеновых веществ.
В литературе также описаны основные направ-
ления изменения состава соединений различ-
ных типов в результате биодеградации нефтей
в лабораторных и природных условиях [22, 27–52].
Основная часть полученных результатов обобще-
на в [47].

Детальная информация об изменении состава
различных типов соединений в маслах ашальчин-
ской нефти при ее аэробной биодеградации в [7]
не была представлена. С учетом впервые выяв-
ленного в работе [53] факта наличия в маслах
нефтей и природных битумов структурных
фрагментов, связанных через сульфидные и
эфирные мостики в составе сложных высоко-
молекулярных образований, было бы интерес-
ным проанализировать влияние биодеградации
на их строение. Тем более, что возможность изме-
нения в результате биодеградации баланса связей
(R1–C–O–R2, R1–C–S–R2, R1–CO–O–R2, R1–С–
С–R2) между структурными фрагментами моле-
кул смол и асфальтенов допускается в [26].

Цель настоящей работы – получение инфор-
мации об изменении молекулярного состава ма-
сел при лабораторной аэробной биодеградации
ашальчинской нефти аборигенной почвенной мик-
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рофлорой. Включая информацию о строении и ко-
личественном соотношении структурных фрагмен-
тов, находящихся в компонентах масел в “связан-
ном” виде.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В качестве объектов исследования были вы-

браны масла природного битума (сверхтяжелой
нефти) Ашальчинского месторождения (МАБ),
а также масла продуктов его биодеградации
(МАБ-БИО) аборигенной почвенной микро-
флорой в лабораторных условиях согласно мето-
дике, описанной в [7].

Масла выделены из исходной и биодеградиро-
ванной нефтей по методике, представленной в [54].
Методика селективного разрыва С–О-связи эфир-
ных мостиков в компонентах МАБ и МАБ-БИО со-
стояла в следующем. К предварительно раство-
ренной в минимальном объеме хлороформа навес-
ке масел (0.3 г) добавляли 8 см3 1.6 М раствора BBr3
в хлороформе. Смесь кипятили с обратным холо-
дильником при перемешивании с помощью маг-
нитной мешалки в течение 48 ч. Затем смесь охла-
ждали и добавляли к ней 16 см3 диэтилового эфира,
а после дистиллированную воду (8 см3). Органи-
ческий слой отделяли, водную фазу экстрагиро-
вали хлороформом. Экстракт и органический
слой объединяли, отмывали насыщенным вод-
ным раствором КCl, сушили от воды сульфатом
натрия, растворитель удаляли с использованием
роторного испарителя. Оба продукта были под-
вергнуты реакции восстановления. К 50 см3 тет-
рагидрофурана добавляли 0.4780 г алюмогидрида
лития. В течение 0.5 ч из капельной воронки до-
бавляли 0.1626 г продуктов (бромпроизводных),
полученных на предыдущей стадии. Реакцию
проводили при температуре 66°C, при постоян-
ном перемешивании в течение 5 ч. По окончании
реакции для разложения непрореагировавшего
алюмогидрида лития осторожно добавляли абсо-
лютный спирт, затем смесь абсолютного спирта
с водой в соотношении 1 : 1. Заканчивали разло-
жение добавлением концентрированной соляной
кислоты. Продукты восстановления растворяли
в бензоле, отмывали дистиллированной водой
от HCl до нейтральной среды. Раствор сушили
от воды сульфатом натрия и промывали бензо-
лом. Бензол отгоняли в вакууме. Из полученных
продуктов разрушения эфирных мостиков (ПРЭМ)
колоночной жидкостно-адсорбционной хрома-
тографией на силикагеле выделена неполярная
фракция (ПРЭМ-НФ).

Для разрушения C–S-связи в сульфидных мо-
стиках процесс осуществляли следующим обра-
зом. К исходному образцу масел (0.5 г) добавляли
NiCl2 (0.5 г), тетрагидрофуран (50 см3) и метанол
(50 см3), перемешивали 30 мин. Далее в течение

16 ч добавляли NaBH4 (1.5 г). Затем смесь центри-
фугировали. Органический слой отделяли, оста-
ток экстрагировали гексаном. Экстракт и органи-
ческий слой объединяли, отмывали насыщенным
водным раствором NaCl, высушивали над Na2SO4,
растворитель удаляли на роторном испарителе.
Полученные продукты разрушения сульфидных
мостиков (ПРСМ) анализировали без дополни-
тельного разделения.

Исходные МАБ, МАБ-БИО, а также продукты
их химической модификации согласно методике,
описанной выше и в [53] (ПРСМ, ПРЭМ-НФ),
были проанализированы с помощью метода хро-
матомасс-спектрометрии (ГХ-МС), который про-
водили с использованием прибора “Termo Scien-
tific” DFS (Thermo Electron Corporation, Герма-
ния), оснащенного газовым хроматографом Trace
GC Ultra. Режим масс-спектрометра: энергия
ионизирующих электронов 70 эВ, температура ис-
точника 250°С. Сканирование масс-спектров осу-
ществляли в диапазоне массовых чисел m/z 50–
500 а. е. м. со скоростью 1с/декаду масс. Режим
хроматографа: начальная температура 80°С, тер-
мостатирование в течение 2 мин, затем нагрев
до 300°С со скоростью 4°С/мин и термостатиро-
вание в течение 35 мин. Использовали кварцевую
капиллярную колонку TR-5MS длиной 30 м,
внутренним диаметром 0.25 мм и толщиной фазы
0.25 мкм. Газ носитель – гелий. Режим сброса –
без сброса. Пробу исследуемого образца перед
вводом разбавляли гексаном до концентрации
~1 мг/мкл. После регистрации хроматограммы по
полному ионному току процедура дальнейшего
анализа состояла в следующем: а) реконструкция
с помощью программы Xcalibur масс-хромато-
грамм различных типов углеводородных и гетеро-
атомных соединений по соответствующим ха-
рактеристическим ионам; б) просмотр масс-
спектров соединений, элюируемых в составе
хроматографических пиков. В некоторых случа-
ях проводилось вычитание вклада соэлюирован-
ных соединений на крыльях пика; в) идентифи-
кация соединений с использованием электрон-
ной библиотеки масс-спектров NIST 02, а также
литературных данных; г) сопоставление молеку-
лярного состава однотипных соединений в мас-
лах исходной и биодеградированной нефти, вклю-
чая соотношение гомологов и изомеров.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Из литературных данных [22, 27–52] следует,

что биодеградация нефтей в природе и в лабора-
торных условиях сопровождается следующими
изменениями их углеводородного состава: а) воз-
растает доля компонентов “горба” – неразделяе-
мой сложной смеси (unresolved complex mixture),
которые, как считается [55–58], являются ток-
сичными для сообщества микроорганизмов; б)
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среди алканов возрастает относительное содер-
жание изопренанов, что приводит к увеличению
значения изопреноидного коэффициента; в) среди
н-алканов уменьшается доля гомологов С12–С20;
г) возрастает относительное содержание стеранов
состава С28 и, особенно, С29; д) в составе тритер-
панов снижается относительное содержание три-
циклических структур, среди пентацикличе-
ских появляются деметилированные структуры –
25-норгопаны; е) меняется групповой и изомерный
состав алкилбензолов, нафталинов и фенантре-
нов; ж) наблюдаются изменения и в составе гете-
роорганических соединений.

В данной статье из перечня изученных УВ (ал-
канов, моно-, три-, тетра- и пентациклических
нафтенов, моно-, би-, три- и тетрациклических
ароматических УВ) основное внимание уделено
описанию соединений, у которых в результате
биодеградации наблюдались наиболее яркие из-
менения состава. Также принималось во внима-
ние, насколько надежно пики в масс-хромато-
граммах, построенных по характеристическим
ионам перечисленных типов соединений, иден-
тифицируются в исходном и биодеградирован-
ном образце.

Некоторые особенности углеводородного со-
става ашальчинской нефти (низкое содержание
алканов, повышенное содержанием тритерпа-

нов) по мнению [1] явно свидетельствуют о том,
что она была частично биодеградирована в зале-
жи. Полученные нами результаты ГХ-МС-анали-
за свидетельствуют о том, что при биодеградации
ашальчинской нефти аборигенной почвенной
микрофлорой в лабораторных условиях наблюда-
ется не только более глубокая биодеструкция
компонентов масел, но также заметное измене-
ние молекулярного состава алифатических, наф-
теновых и ароматических УВ. Некоторые из вы-
явленных изменений отличаются от тенденций,
обнаруженных ранее в лабораторных экспери-
ментах по биодеградации, и перечисленных вы-
ше. В частности, как показано на рис. 1а, суще-
ственно снижается относительное содержание
компонентов “горба”, резко возрастает отношение
н-алканы/изопренаны и пристан/фитан (Pr/Ph).

В то же время, за счет уменьшения относитель-
ного содержания низкомолекулярных гомологов
н-алканов максимум их молекулярно-массового
распределения смещается в высокомолекуляр-
ную область: от С22 до С25 (рис. 1а).

В составе фенантренов заметно возрастает от-
носительное содержание незамещенного гомоло-
га (рис. 1б), что совпадает с тенденцией, выявлен-
ной на нефтях нефтеносного бассейна Ляохе
(Liaohe), отличающихся уровнем природной биоде-
градации [46].

Рис. 1. Масс-хроматограммы алканов (а, m/z 57) и фенантренов (б, m/z 178 + 192 + 206 + 220 + 234) в маслах исходной
(1) и биодеградированной (2) нефти. Цифры соответствуют числу атомов углерода в молекуле н-алканов. Ф – фенан-
трен, МФ – метилфенантрены, (С2–С4)-Ф – области элюирования гомологов фенантрена.
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В составе терпанов (рис. 2а) практически пол-
ностью исчезают хейлантаны, но относительное
содержание 25-норгопанов, как показывает масс-
хроматограмма МАБ-БИО по m/z 177, возрастает
незначительно. Следует отметить, что и в маслах
исходной нефти (МАБ) 25-норгопаны также со-
держатся в небольшом количестве. Заметных из-
менений относительного содержания гомогопа-
нов С31–С35 и соотношения S и R эпимеров не на-
блюдается.

В составе тетрациклических нафтенов исчеза-
ют прегнаны (рис. 2б). В пользу С29 меняется со-
отношение гомологов стеранов состава С27–С29.

Нами впервые показано, что в маслах биоде-
градированной в лабораторных условиях ашаль-
чинской нефти, алканы, три- и тетрациклические
ароматические углеводороды присутствуют не
только в молекулярной форме, но и в виде струк-
турных фрагментов, связанных через эфирный
или сульфидный мостики в составе сложных вы-
сокомолекулярных образований. Об этом сви-
детельствует заметное изменение масс-хрома-
тограмм соответствующих соединений после
проведения реакций разрушения эфирных и
сульфидных мостиков в компонентах МАБ-БИО
(рис. 3–5). Как видно на рис. 3а, после разруше-
ния эфирных мостиков среди н-алканов резко
возрастает относительное содержание гомологов
состава С16–С21. Скорее всего, это является при-

чиной снижения отношений Pr/н-C17 и Ph/н-C18.
Изменения в молекулярно-массовом распределе-
нии алканов после разрушения сульфидных мо-
стиков (рис. 3б) практически не заметны, хотя от-
ношения Pr/н-C17 и Ph/н-C18 также снижаются.

Отмеченные изменения свидетельствуют о
том, что в МАБ-БИО “связанные” алканы соста-
ва С16–С21 находятся преимущественно в O-свя-
занном виде, причем “связанные” н-алканы пре-
обладают над “связанными” изопренанами. До-
ля S-связанных алканов гораздо меньше, причем
“связанные” н-алканы, как и в предыдущем случае,
преобладают над “связанными” изопренанами.

Отмеченные изменения свидетельствуют о
том, что в МАБ-БИО “связанные” алканы соста-
ва С16–С21 находятся преимущественно в O-свя-
занном виде, причем “связанные” н-алканы пре-
обладают над “связанными” изопренанами. Доля
S-связанных алканов гораздо меньше, причем
“связанные” н-алканы, как и в предыдущем случае,
преобладают над “связанными” изопренанами.

Из рис. 4 следует, что среди O- и S-связанных
гомологов фенантрена незамещенное соедине-
ние преобладает над гомологами.

На рис. 5 видно, что после разрушения эфир-
ных и сульфидных мостиков отношение флуо-
рантена и пирена к хризену возрастает в обоих

Рис. 2. Масс-хроматограммы терпанов (а, m/z 191) и стеранов (б, m/z 217 + 218 + 259) в маслах исходной (1) и биоде-
градированной (2) нефти.
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случаях. Но этот эффект выражен гораздо силь-
нее после разрушения сульфидных мостиков.

Таким образом, установлено, что при биоде-
градации сверхтяжелой нефти Ашальчинского
месторождения аборигенной почвенной микро-
флорой в лабораторных условиях наблюдается не
только глубокая биодеструкция компонентов ма-
сел, но также изменение молекулярного состава
алифатических, нафтеновых и ароматических УВ.
В частности, существенно снижается относитель-
ное содержание компонентов “горба”, резко воз-
растает отношение н-алканы/изопренаны и при-
стан/фитан (Pr/Ph), максимум молекулярно-
массового распределения н-алканов смещается
в высокомолекулярную область: от С22 до С25.

В составе терпанов практически полностью
исчезают хейлантаны, относительное содержа-
ние 25-норгопанов возрастает незначительно. За-
метных изменений относительного содержания
гомогопанов С31–С35 и соотношения S- и R-эпи-
меров не наблюдается. В составе тетрацикличе-
ских нафтенов исчезают прегнаны, в пользу С29
меняется соотношение гомологов стеранов со-
става С27–С29.

В составе фенантренов заметно возрастает от-
носительное содержание незамещенного гомолога.

Показано, что алканы, три- и тетрацикличе-
ские ароматические УВ присутствуют в маслах
биодеградированной нефти не только в молеку-
лярной форме, но и в виде структурных фрагмен-
тов, связанных через эфирный или сульфидный
мостики в составе сложных высокомолекулярных
образований.

Состав О- и S-связанных соединений перечис-
ленных типов в маслах биодеградированной неф-
ти отличается. О-связанные н-алканы преоблада-
ют над О-связанными изопренанами и в отличие
от S-связанных н-алканов представлены преиму-
щественно низкомолекулярными гомологами.
Среди “связанных” фенантренов преобладает не-
замещенный гомолог. Относительное содержа-
ние О- и S-связанных флуорантена и пирена вы-
ше, чем “связанного” хризена, Это различие вы-
ражено в большей степени в случае S-связанных
тетрациклических ароматических УВ.

БЛАГОДАРНОСТИ

 Авторы благодарят Томский региональный центр
коллективного пользования ТНЦ СО РАН (Tomsk Re-
gional Common Use Center of the TSC SB RAS) за предо-
ставленный масс-спектрометр высокого разрешения
Termo Scientific DFS.

Рис. 3. Изменение молекулярно-массового распределения алканов (m/z 57) после разрушения эфирных (а) и сульфид-
ных (б) мостиков. Цифры соответствуют числу атомов углерода в молекуле н-алканов.
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Рис. 4. Изменение молекулярно-массового распределения фенантренов (m/z 178 + 192 + 206 + 220 + 234) после разру-
шения эфирных (а) и сульфидных (б) мостиков. Ф – фенантрен, МФ, (С2–С4) – области элюирования гомологов фе-
нантрена.
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Рис. 5. Изменение молекулярно-массового распределения незамещенных гомологов тетрациклических ароматиче-
ских углеводородов (m/z 202 + 228) после разрушения эфирных (а) и сульфидных (б) мостиков. Флу – флуорен, (m/z
202); Пир – пирен (m/z 202); Хр – хризен (m/z 228).
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