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В статье приведен обзор отечественной и зарубежной литературы по
микробиологическому синтезу белковых веществ из нефтяных углеводов. При-
ведена общая характеристика процесса и условия его протекания, а также
химический механизм микробиологического окисления алифатических арома-
тических и гетероциклических углеводородов. Особое внимание уделено
физико-химическим и топохимическим особенностям процесса. Показано,
что рассматриваемый процесс с физико-химической точки зрения сходен
с процессом эмульсионного окисления углеводородов. Библиография —
241 наименование.
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I. ВВЕДЕНИЕ

Ферментативный синтез белка и витаминов, протекающий в дрож-
жевой клетке, в последнее время привлекает усиленное внимание уче-
ных многих специальностей. Выросла и бурно развивается новая отрасль
промышленности, производящая аминокислоты, витамины и другие цен-
ные продукты микробиологическим путем. Известна способность неко-
торых микроорганизмов использовать чистые углеводороды1"5, спирты
и кислоты6^9, а также нефть и нефтепродукты10^16 в качестве источни-
ков углерода и энергии. На возможность окисления нефтяных углеводо-
родов микроорганизмами указывал еще в 20—30-х годах выдающийся
советский микробиолог Таусон 17. Некоторые виды микроорганизмов от-
лично развиваются в отстойных бассейнах нефтеперерабатывающих
заводов 18, в пластовых водах нефтяных месторождений, в почвах, про-
питанных нефтью19, и даже под битумными покрытиями дорог2 0"2 1. Эти
микроорганизмы являются, IB ОСНОВНОМ, аэробными формами и перера-
батывают парафиновые углеводороды, 'главным образом нормального
строения22·23. Поскольку микробы представляют собой живые организ-
мы, они более или менее богаты белками. Таким образом, нефть может
стать источником белков, являющихся необходимой и наиболее дефи-
цитной составной частью в продуктах питания человека и животных.

Для покрытия дефицита в пищевых продуктах, остро ощущаемого
большинством населения земного шара, по данным Макферсона24,
к 1980 г. потребуется производить дополнительно ~18 млн. τ жиров,
9,9 млн. 7 животных белков и 11,4 млн. г аминокислот в год. Самым вы-
годным и дешевым из основных сырьевых источников для синтеза про-
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дуктов питания является нефть и атмосферный азот, фиксируемый
в виде аммиака. ^

Процесс получения пищевых продуктов микробиологическим путем \
представляется очень выгодным вследствие высокой скорости размно-
жения микроорганизмов, их высокой биохимической активности, воз-
можности использовать сравнительно дешевые исходные вещества,
а также независимости производства от климатических и погодных усло-
вий. Благодаря прогрессу в технологии выращивания микроорганизмов
создаются благоприятные условия для управления их развитием в про-
изводственных условиях.

В настоящее время имеется довольно обширная отечественная и за-
рубежная научная литература о развитии микроорганизмов на отдель-
ных фракциях нефти и чистых углеводородах25'32. Особенно следует
упомянуть работы, проводимые французскими исследователями во гла-
ве с Шампанья 3 3 ' 3 7 . Культивируя микроорганизмы (главным образом
дрожжи) на различных фракциях нефти, они получили белковые веще-
ства и ценные водорастворимые витамины. Полученный продукт был
назван белковочвитаминным концентратом (БВК). При этом за счет
депарафинизации улучшается качество нефти, так как снижается тем-
пература застывания получаемых из нее топлив и масел38. Большой
интерес в научном отношении представляют работы Сенеза с сотр.3 9"4 2.
В последние годы в СССР ведутся широкие исследования по выделению
и подбору микроорганизмов, усваивающих углеводороды нефти, созда-
ны опытно-промышленные установки по производству БВК, проводятся
испытания питательной ценности и безвредности полученного продук-
та 4 3 " 5 4 .

В основе микробиологического синтеза белка и витаминов из нефти ^
лежит процесс ферментативного окисления углеводородов и их произ- t
водных. Об условиях протекания, механизме и продуктах микробиоло-
гического окисления, которое значительно отличается от химического
окисления тех же углеводородов, в настоящее время известно мало,
а имеющиеся сведения не систематизированы и требуют уточнения.
Основную роль в создании теории ферментативного 'окисления углево-
дородов должны сыграть химики в тесном контакте с микробиологами,
биохимиками и учеными других специальностей.

II. ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ПРОЦЕССА
МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОГО СИНТЕЗА БЕЛКОВЫХ ВЕЩЕСТВ

ИЗ УГЛЕВОДОРОДОВ

Основным сырьем для производства белково-витаминного концентра-
та являются жидкие нефтяные парафиновые углеводороды нормального
строения, полученные в процессе депарафинизации дизельных топлив с
последующей адсорбционной очисткой. Пригодны также парафины, по-
лученные при низкотемпературной депарафинизации, очищенные серной
кислотой. В результате такой очистки парафины содержат не более
0,5% ароматических углеводородов. Некоторые виды микроорганизмов
можно культивировать на отдельных фракциях дизельных топлив без
предварительного выделения из них нормальных парафинов. В этом
случае депарафинированную часть топлива необходимо отделять от сы-
рой белковой массы.

Содержание алканов с различной длиной углеродной цепочки в неф-
тях различных месторождений колеблется в широких пределах. Различ-
ные микроорганизмы усваивают главным образом парафины с числом
углеродных атомов С ш — С241"5, а также Ci — С 4

2 5 · 3 2 · 4 9 . Так, дрожжи
в большинстве случаев ассимилируют углеводороды от n-нонана до «
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n-октадекана ( С 9 — С 1 8 ) , а также ненасыщенные соединения с той же
длиной углеродной цепи50.

Опыт показывает, что микроорганизмы обладают определенной из-
бирательной способностью усваивать тот или иной субстрат 51~65. Изо-
алканы используются микроорганизмами хуже, чем n-алканы66. Соеди-
нения ароматического ряда мало пригодны как источники углерода для
микроорганизмов рода Candida56·67·68. Обнаружена также и более узкая
специфичность субстрата. Микроорганизмы могут расти на одном угле-
водороде и не развиваться на другом, близком к первому по строению69.

В настоящее время ведутся поиски высокоактивных культур микро-
организмов (главным образом дрожжей), обеспечивающих быстрое на-
копление биомассы. Большинство исследователей уделяет особое вни-
мание дрожжам рода Candida как наиболее активным3·2 9·7 0.

На питательную ценность дрожжей впервые указал Дельбрюк в
1875 г.; это положение было развито в более поздних работах других
авторов7 1"7 8. Питательная ценность белка определяется в первую оче-
редь соотношением входящих в него аминокислот79. Аминокислотный
состав белка дрожжей зависит от вида дрожжей, питательной среды
и способа выращивания80·81. Однако у отдельных видов дрожжей нет
резких различий в содержании аминокислот82, и это определяет высо-
кую биологическую ценность дрожжевого белка 8 3 · 8 4 (табл. 1).

ТАБЛИЦА 1

Содержание некоторых аминокислот в дрожжах, мясе и зерне пшеницы30

Аминокислоты

Аргидин
Гистидин
Лизин
Тирозин
Триптофан
Фенилаланин

Цистин )
Метионин J
Лейцин
Изолейцин
Валин
Треонин

Суточная
потребность
человека, г

3,5
2,0
5,2
3,9
1,1
4,4

Ч. Я
О ι О

9,1
3,3
3,8
3,5

Содержание амипэкислеп

в дрэжжах

4,3
2,8
6,4
4,2
1,4
4,1

1,3
следы

13,2
3,4
4,4
5,0

в животных
тканях

7,1
2,2
8,1
3,1
1,2
4,5

1,1 \
3,3 }

12,1
3,4
3,4
5,2

г, г/103 г

в зерне
пшеницы

3,0
1,2
2,7

—
1,0
9,3 с ти-

розином
А Ч

13,0
4,0
3,5
3,3

Белки дрожжей усваиваются организмом на 85—88%; по этому по-
казателю они занимают промежуточное положение между белками
растительного (65—75%) и животного (90—95%) происхождения85"87.
Благодаря высокому содержанию лизина и валина, дрожжи являются
хорошим дополнением к белку злаков и улучшают их питательную цен-
ность 88.

Дрожжи богаты витаминами группы В, содержание которых зави-
сит от культуры дрожжей, питательной среды и способа культивирова-
ния (табл. 2) 4 7 · 4 8 · 8 9 · 9 0 . В дрожжах, культивируемых на углеводородах
нефти, витамины сочетаются с другими ростовыми веществами неизве-
стного состава.

Как любой живой организм, дрожжи могут существовать лишь в
присутствии воды. Они нуждаются в продуктах питания: углероде, азоте,
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ТАБЛИЦА 2

Содержание (мг) водорастворимых

Суточная потребность
человека

Содержание витаминов
в продуктах:

мясо (говядина)
печень
молоко
зерно
сухие дрожжи
БВК

Функции

Последствия недостат-
ка витаминов

Тиамин B t

2

1-3
5-10

0,3-0,7
0,5—7,0

2—20
3—16

углеводный
обмен

нервные за-
болевания ,
бери-бери

Рибофлавин В2

3

2
16

1—3
1—1,5

30—60
75

дегидриро-
вание,
окисление

остановка
развития

витаминов и

Никотиновая
кислота РР

15

40—100
75—275

1-5
10-30

200—500
130—200

перенос
углерода

пеллагра

IX значение3'

Пантотеновая
кислота

3

7-21
30—60

1-4
5-20

30—200
150-192

ацетилирова-
ние, синтез
жирных
к-т

остановка
развития

Пиридоксин

в,

2

1-4
5

1-3
3 - 6

40-50
23

переаминиро-
вание

дерматиты

фосфоре, калии, магнии и многих микроэлементах. Источником углеро-
да и энергии являются исключительно углеводороды нефти. Азот, фос-
фор, калий и магний вводят в питательную среду в виде раствора мине-
ральных солей в воде. Микробиологическое окисление протекает, таким
образом, в эмульсии углеводорода в водной фазе. К элементам, необ-
ходимым для роста и развития дрожжей, относятся, прежде всего, же-
лезо, цинк и марганец9 1·9 2. Железо входит в состав многих ферментов
и необходимо для роста дрожжей и накопления биомассы93·94. Цинк
также входит в состав карбоксидазы, цитохрома, цитохромоксидазы и
некоторых других ферментов95. Марганец влияет на - каталитическую
деятельность многих окислительных ферментов. Относительно других
элементов, требующихся в меньших дозах, таких как медь, молибден,
кобальт, иод, бор и другие, можно считать, что достаточные их количе-
ства содержатся в водопроводной воде и минеральных солях, обычно
применяемых для культивирования дрожжей.

Основным параметром развития процесса является температура.
Для каждого микроорганизма существует оптимальная температура,
при которой время деления клеток является минимальным. Все эти тем-
пературы лежат в пределах 25—40°42·96·97, и, следовательно, микробио-
логическое окисление нефтяных углеводородов в энергетическом отно-
шении выгоднее химического окисления, протекающего с достаточной
скоростью лишь при повышенных температурах.

Важным фактором при культивировании микроорганизмов на угле-
водородных субстратах в аэробных условиях является подача кислоро-
да. Кислород требуется не только для построения самой биомассы, но
и для окисления углерода и удовлетворения энергетических потребно-
стей обмена веществ в дрожжевых клетках. Общая потребность в кис-
лороде при ;выращивании дрожжей на углеводородах в 2—4 раза выше,
чем при использовании углеводных субстратов, так как в последнем
случае кислород необходим только для покрытия энергетических затрат
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роста и клеткой не фиксируется30. Необходимый микроорганизмам кис-
лород должен быть растворен в водной среде. Предел роста клеток
определяется диффузией кислорода воздуха в среду.

В настоящее время усилия ученых и инженеров направлены на раз-
витие теории и совершенствование аппаратуры непрерывного процесса
микробиологического окисления углеводородов нефти 9 8" 1 0 2.

Микробиологическое окисление углеводородов нефти можно прово-
дить в двух направлениях: выращивать микроорганизмы для использо-
вания их как таковых в виде белково-витаминных концентратов или
экстрагировать из водной среды вырабатываемые микроорганизмами
ценные продукты. На этих свойствах микроорганизмов основаны при-
меняемые в ряде стран промышленные способы получения аминокислот
и витаминов методом микробиологического синтеза юз-110. Большой ин-
терес представляют те виды микроорганизмов, которые, перерабатывая
углеродсодержащие вещества, выделяют в реакционную среду преиму-
щественно одну какую-либо аминокислоту. Таким способом в промыш-
ленных масштабах из углеводов и растительного сырья в настоящее
время получают глутаминовую кислоту и лизин. Над разработкой мето-
дов биосинтеза других аминокислот интенсивно работают ученые в ла-
бораториях Японии, США, Советского Союз*" и других стран 1 И - 1 2 0 .

III. ХИМИЧЕСКИЙ МЕХАНИЗМ МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОГО ОКИСЛЕНИЯ
УГЛЕВОДОРОДОВ

Механизм окисления углеводородов микроорганизмами, как пока-
зывают многочисленные опыты, отличается от механизма химического
окисления. При окислении углеводородов в жидкой фазе, как это твердо
установлено, первичным продуктом окисления является гидроперекись,
ответственная в дальнейшем за вырожденное разветвление сложного
цепного окисления. Основным радикалом, ведущим реакционные цепи,
является перекисный радикал ROO.

Процесс химического окисления углеводородов детально исследова-
ли Эмануэль с сотр. 121> 122, они вывели ряд кинетических закономерно-

гей и предложили следующую схему окисления:

RH f 0 2 -»

R· + 02 -»

RO; + RH ->
ROOH -*

R" + HO2

RO2

ROOH -f

RO· + 0-

R-
Η

2R0:

R"4
2R-

• R<V
/

V
• обрыв цепей
f

Механизм микробиологического окисления углеводородов отличает-
ся от приведенного выше и изучен значительно меньше.

Усвоение углеводородов микроорганизмами зависит от следующих
условий: проникновения углеводородов в клетку, способности микроор-
ганизмов адаптироваться к углеводородам и, наконец, от наличия фер-
ментов, необходимых для первичного окисления углеводородов123·124.
Проникновение углеводородов в клетки микроорганизмов, определяю-
щее в основном топохимию реакции, в значительной мере связано с фи-
зико-химическими особенностями процесса, которые будут рассмотрены
ниже.

Явление адаптации, происходящее, по-видимому, на уровне фермент-
ных систем, в настоящее время привлекает внимание многих исследова-
телей 125—135 Микроорганизмы, усваивающие углеводороды, должны
адаптироваться к питательной среде, которая в естественных условиях
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претерпевает большие изменения. Одни микроорганизмы, не сумевшие
приспособиться к новым условиям, погибают. Другие, постепенно адап- у
тируясь, начинают усваивать новые субстраты 136. Л

Собственно процесс окисления происходит при помощи ферментов,
которые снижают энергию активации реакции на 16—18 ккал/моль, в то
время как небиологические катализаторы приводят к понижению энер-
гии активации всего лишь на 4—8 ккал/моль 137. Непосредственно в ка-
тализе принимают участие как простетическая группа, так и некоторые
группы белкового носителя, входящие в активный центр фермента ш .
Доказано1 3 9· 14°, что конфигурация молекул в некоторых ферментах в
ходе взаимодействия с соответствующими субстратами значительно из-
меняется. Очевидно, при этом каталитические группы располагаются
в порядке, необходимом для ферментативного воздействия на субст-
рат 1 4 1- 1 4 3.

При образовании фермент-субстратного комплекса имеет место по-
ляризация связей, что является причиной «напряженной конфигурации»
комплекса. В таком комплексе связи растягиваются и ослабляются 14°.
Связывание ферментом субстрата индуцирует изменение конформации
белковой основы фермента, и, наоборот, под влиянием фермента дефор- I
мируются и активируются молекулы субстрата. Согласованное воздейст- I
вие двух или нескольких групп активного центра фермента на поляри- ]
зацию определенных связей субстрата лежит в основе каталитического ;
действия фермента 144· 145. Кинетика действия ферментов описывается \
уравнением Михаэлиса или более сложными уравнениями в зависимо- ·
сти от числа компонентов активных центров 1 4 6 · 1 4 7 . ;

Данных о роли и механизме действия ферментов в процессах микро- \
биологического окисления углеводородов недостаточно. Только в по- ^
следнее время начали появляться интересные работы по определению ϊ
участия ферментов в этих процессах 1 2 9 · 1 3 2 · 1 3 3 · 1 3 5 · 1 4 8 .

Первичным актом микробиологического окисления является атака ;
кислородом молекулы углеводорода. К сожалению, до сих пор в лите- i
ратуре нет единого мнения о месте атаки. Многие исследователи счи- i
тают наиболее вероятным путем микробиологического окисления я-па-
рафинов окисление одной из конечных метальных групп до карбоксиль- :
ной через промежуточное образование спирта и альдегида149"154. i

Используя метод меченых атомов, Стюарт с сотр.155 показали, что '
кислород, включающийся в молекулу углеводорода, является молеку- ;
лярным кислородом, и в качестве первого продукта окисления образует- •
ся гидроперекись: !

+of I
R-CH3 —-->· R-CHaO^O" ^ R - C H ^ H -> R-CO18OH

О наличии гидроперекиси в продуктах метаболизма свидетельствуют
и другие авторы 4 0 · 1 5 6 · 1 5 7. Возможность образования гидроперекиси в
качестве промежуточного продукта .окисления подтверждается тем, что
синтезированные 1-алкилгидроперекиси окисляются микрококками, вы-
росшими на углеводородных субстратах136.

Описанная схема процесса в настоящее время не является достовер-
но установленной. Наряду с окислением конечного атома п-парафинов
считается возможным окисление углеродного атома в α-положении158.
В этом случае процесс образования жирных кислот идет путем накопле-
ния вторичных спиртов и метилалкилкетонов:

R _ C H 2 — С Н 3 -VR— СНОН— СН3 -> R-CO-СНз I
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Фостер объясняет окисление углерода в α-положении исходя из пред-
ставления о равновесии свободных радикалов внутри цепи п-парафи-
на 6 5. Первичная активация состоит в образовании свободного п-алка-
нового радикала по конечному углероду. Однако атом водорода может
переместиться внутри молекулы и сделать активным соседний атом
углерода, т. е. образовавшийся первичный радикал изомеризуется в ра-
дикал соответствующего изостроения. Первыми стабильными продукта-
ми, образующимися по этому механизму, являются кетоны. Эти соеди-
нения обнаруживаются лишь в некоторых культурах, растущих на па-
рафине 158-161, но относительная легкость, с которой метилкетоны усваи-
ваются микроорганизмами, окисляющими углеводороды, приводит к
мысли, что эти вещества могут быть промежуточными при окислении
л-алканов, особенно с короткой цепью1 5 8"1 6 2.

При выращивании различных бактерий (Ps. aeruginosa, Achromo-
bacter sp., Nocardia sp., Mycobacterium sp.) на очищенных углеводоро-
дах с четным и нечетным количеством атомов углерода (Се и С7) Трек-
кани с сотр. отмечают образование насыщенных жирных кислот с нераз-
ветвленными цепями1 6 3^1 6 5. Низшие парафины с четным и нечетным
количеством атомов углерода дают различные продукты окисления69.
При использовании в качестве субстрата n-гексана образуются капро-
новая, масляная и уксусная кислоты, а /t-гептана — все жирные кисло-
ты, имеющие в молекуле от одного до семи атомов углерода. Это иссле-
дование нуждается в дополнительном подтверждении опытами. Про-
цессу усвоения парафинов с четным числом атомов углерода мешает
наличие в реакционной массе кислот с нечетным числом атомов угле-
рода. Если же клетками усваивается углеводород с нечетным количест-
вом атомов углерода, то присутствие в реакционной среде любых жирных
кислот не составляет помехи реакционному процессу 165.

Установлено, что Ps. methanica образует из газообразных углеводо-
родов продукты окисления, имеющие то же число атомов углерода, что
и исходные углеводороды166^169. При добавлении зтана, пропана и
η-бутана, были обнаружены, соответственно, уксусная кислота и ацет-
альдегид, протшоновая кислота и ацетон, масляная кислота и 2-бута-
нон. При микробиологическом окислении метана в качестве внеклеточ-
ных продуктов образуются метиловый спирт, формальдегид и муравьи-
ная кислота, двуокись углерода, водород и полисахариды 17°.

При окислении п.-гексадекана конечным продуктом является цетило-
;вый эфир пальмитиновой кислоты1 6 5"1 7 1. Цетиловый спирт, вступающий
в реакцию этерификации с пальмитиновой кислотой, образуется из гид-
роперекиси тг-гексадецила, которая, по-видимому, является первым про-
межуточным соединением в процессе окисления n-гексадекана. Микро-
организмы, выросшие на гексадекане, легко окисляли эту гидропере-
кись. Эфир образуется также при выращивании микроорганизмов на
окта- и тетрадекане 172. Спиртовая часть эфира имеет тот же углеводо-
родный скелет, что и парафин субстрата. На основании этого можно
утверждать, что спиртовая часть эфира, получаемого из углеводорода,
образуется непосредственно из алкана путем окисления конечного атома
углерода.

Кислотная же часть эфиров, по мнению Треккани69, во всех случаях
бактериального окисления алканов, по-видимому, содержит 16 атомов
углерода независимо от длины цепи нормального углеводорода, исполь-
зованного в качестве субстрата.

Гололобов считает 136, что пальмитиновая кислота не всегда являет-
ся кислотной частью эфиров. Этого же мнения придерживаются Каллио
и Финнерти173·174, которые при выращивании микрококков в среде с
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октадеканом выделили из культуральной жидкости два эфира: октаде-
канал пальмитат СН3(СН2) i4COOCH2(CH2)i6CH3 и октадеканал стеарат
СН3(СН2)16СООСН2(СН2)1бСН3. %

Кислотная часть октадеканал стеарата образуется в результате окис-
ления конечного атома углерода в октадекане:

С Н з - ( C H 2 ) i 5 - C H 2 - C H 3 -> С Н 3 - (СН2)1 5 - С Н 2 - С Н 2 О Н ^ С Н 3 - (СН 2 ) 1 5 -СН 2 -СООН

В октадеканал пальмитате кислотная часть содержит на 2 атома
углерода меньше, чем углеводород. Образование пальмитиновой кисло-
ты можно объяснить, допуская окисление α-углеродного атома октаде-
кана с возникновением вторичного спирта, затем метилалкилкетона
и расщеплением последнего по схеме:

сн 3-(сн 2), 5-сн 2-сн 3 _ * . CHS-(CH2) I S-£H-CH, —>-

он

-*• сн 3 -(сн 2 ) 1 4 -сн|с-сн 3 —*- сн3-(сн2)ы-соон + сн3соон
2 O I O + O

Как сказано выше, при микробиологическом окислении углеводоро-
дов наблюдается прямое связывание кислорода 1 7 5 · 1 7 6 . Многие исследо-
ватели предполагают, что первичное ферментативное воздействие на
молекулы углеводорода возможно при непосредственном участии кис-
лорода. Это предположение доказано6 9 вхождением О18 в цетиловый γ
эфир пальмитиновой кислоты. j

Возможность микробиологического разложения углеводородов в ана-
эробных условиях кажется менее вероятной 1 7 7 · 1 7 8 , однако недавно по-
явились сообщения о развитии специфических углеводородокисляющих
бактерий из рода Pseudomonas на минеральной среде с нефтью в ана-
эробных условиях 179.

Итак, превращение алифатических углеводородов заключается в об-
разовании в начальный период реакции насыщенных жирных кислот с
неразветвленными цепями. Что касается дальнейшего распада жирных
кислот, то различными авторами получены на этот счет не вполне сход-
ные результаты. По мнению большинства авторов 1 5 6 · 1 5 9 , кислоты с чет-
ным числом углеродных атомов разрушаются по схеме β-окисления до
уксусной кислоты. При нечетном числе углеродных атомов кислоты мо-
гут подвергаться также и α-окислению, превращаясь в кислоту с четным
числом атомов углерода, подвергающуюся в дальнейшем уже только
β-окислению до пропионовой и уксусной кислот. Так, по свидетельству
Стедмена23, Methanobacterium suboxydans преобразует валериановук>
кислоту путем β-окисления в пропионовую и уксусную кислоты, а мас-
ляную и капроновую — в уксусную кислоту.

Некоторые виды бактерий способны окислять молекулы n-алканов с
обоих концов, образуя как моно-, так и дикарбоновые кислоты180.
ω-Окисление в дикарбоновые кислоты является, очевидно, второстепен-
ным путем и представляет собой первые этапы последующего β-окис-
ления.

Окисление промежуточных продуктов метаболизма можно искус-
ственно затормозить, прибавляя в реакционную среду вещества-инги-
биторы, такие как азид натрия, цианистый натрий, α,α'-дипиридил, ионы
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тяжелых металлов и другие2 3·1 8 1. Возможно, применение ингибиторов
будет полезным при изучении механизма образования и накопления
ценных продуктов, а также для определения роли соответствующих фер-
ментов, принимающих участие в процессе.

Механизм бактериального окисления ненасыщенных соединений ис-
следован мало. Известно, что микроорганизмы способны усваивать
олефины в качестве источников углерода и энергии. По сообщению
Штурм182, ненасыщенные углеводороды усваиваются микроорганизма-
ми легче, нежели соответствующие им парафины. Атаке подвергаются
и насыщенные и двойные связи олефинов. Так, Вандерлинден устано-
вил, что при разложении октена-1 клетками Pseudomonas aeruginosa
основные преобразования происходят на насыщенном конце цепи мо-
лекулы олефина, а двойная связь остается нетронутой 183.

Представляет интерес сообщение о том, что окисление 1-гексадецена
дрожжами Candida lipolylica вызывает накопление 1,2-гексадекандиола
в качестве промежуточного продукта 184. Это свидетельствует о возмож-
ности окисления в олефине одновременно двух атомов углерода, связан-
ных двойной связью 185:

R-CH=CH2 —-> R-CH-CH 2

ОН ОН

О механизме микробиологического окисления насыщенных цикличе-
ских соединений, таких как циклогексан, декалин, пергидрофепантрен
и пергидроантрацен, известно мало 1 8 6 · 1 8 7 . Доказано 188 образование пе-
рекиси, муравьиного альдегида, валериановой и муравьиной кислот при
культивировании Pseudomonas fluorescens на циклогексане. При выра-
щивании Flavobacterium на декалине промежуточным продуктом являет-
ся адипиновая кислота 189:

Н2С СООН

Н,С СООН

н 2

Н,С СООН

Н2С СВ,—СООН
\ с /

н 2

Микроорганизмы усваивают ароматические соединения, превращая
их в о- или /?-дигидроксифенольные производные, а затем расщепляя
кольца до алифатических кислот ш · 1 9 1 . При окислении бензола 1 9 2 · 1 9 3

в качестве промежуточного продукта образуется пирокатехин; накапли-
ваются также фенол и цис-цис-муконоъая кислота 194. Из клеток, вырос-
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ших на бензоле, была экстрагирована бензолоксидаза, превращающая
этот углеводород в 3-оксоадипиновую кислоту 195>196. Ферментный
экстракт не содержит фенолоксидазу, и только целые клетки, выросшие
на феноле (но не адаптированные к бензолу), немедленно связывают
кислород в присутствии фенола. Окисление бензола представлено сле-
дующей схемой: ,

Η

- О Н

- О Н

НС

НС

соон
С ООН

ОС

Н 2 С

н2

соон

соон
•с7

н2

Уокер и Уилтшир, изучая пути распада нафталина при культивировании
пяти различных микроорганизмов, показали, что во всех случаях промежу-
точными продуктами являются нафталиндиол, салициловая кислота и пиро-
катехин. Этот же механизм подтверждается работами Азулея с сотр.198·199:

ОН Η ОН

УЧ/Ч У\/\/он

/ \ - О Н

-соон -он

Λ /

разрыв кольца

СООН

—ОН С=О
I

— С = С Н

Механизм окисления ароматических и гетероциклических углеводородов
подробно изложен в обзоре Треккани60. Разложение триптофана, например,
происходит по следующей схеме:

NH2

У\. оксидаза
триптофан—пероксидаза

!
СО-СНг-СН-СООНформилаза

Η

у\/СО-СН 2

кинурении

NH2
1

-сн-соон

-
/ ч / с о о н

\ / / χ Ν Η 2

-СНг

ΝΗ2

—СН-СООН

\
\

ОН

он

Аналогично превращается и индол. Исследовано также микробио-
логическое окисление индолилуксусной и никотиновой кислот, никотина,
ароматических нитросоединений и соединений группы лигнина.

j .
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IV. ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЕ И ТОПОХИМИЧЕСКИЕ
ОСОБЕННОСТИ ПРОЦЕССА

Краткое рассмотрение химизма окисления нефтяных углеводородов
убедительно показывает, что в изучении его сделаны лишь первые шаги.
Имеющиеся данные далеко не достаточны для составления полного
представления о химизме этого процесса.

Работ по физико-химическому изучению процесса микробиологиче-
ского окисления, по кинетике протекания отдельных его стадий в на-
стоящее время нет. Однако в связи с актуальностью этого процесса и
внедрением его в промышленность подобные сведения крайне необхо-
димы, так как без знания физико-химических и кинетических законо-
мерностей процесса трудно говорить о возможности рационального
управления им.

В работах, появившихся в последнее время, указывается, что в про-
цессе роста дрожжевых клеток обнаруживаются свободные радика-
лы 2 0 0 · 2 0 1 . Эта мысль подтверждается наличием сигналов ЭПР в дрож-
жах Saccharomyces cerevisiae, а также при окислении НАД-Н клетками
Mycobacterium phlei. В последнем случае предполагается, что сигналы
ЭПР могут быть вызваны радикалами, близкими по строению к семи-
хинону. Возможность участия свободных радикалов из процессе микро-
биологического окисления может быть установлена исследованием хе-
милюмииесценции, возникающей при действии свободных радикалов на
дрожжевые клетки202. Значительная роль свободных радикалов в фер-
ментативных процессах окисления подтверждается работами Эмануэля
с сотр. по исследованию ферментативного окисления с помощью сукцин-
дегидразы и других ферментов 2 0 3 2 0 6 . Свободно-радикальные реакции
ферментативного окисления могут тормозиться под влиянием ингибито-
ров цепных процессов окисления, таких как фенольные соединения и
другие. Все это указывает на то, что при микробиологическом окислении
нефтяных углеводородов не исключается возможность протекания от-
дельных стадий процесса при участии свободных радикалов.

Микробиологическое окисление углеводородов нефти происходит в
сложной системе, состоящей из нескольких фаз. В водной среде нахо-
дится в диспергированном состоянии углеводород, там же присутствуют
клетки микроорганизмов. В результате роста микроорганизмов образу-
ются поверхностно-активные вещества, обусловливающие дополнитель-
ное эмульгирование углеводорода36·37. Вес это говорит о том, что ука-
занная система весьма сложна. На чисто химические процессы здесь
накладывается влияние факторов, связанных с жизнедеятельностью
микроорганизмов, а также с коллоидно-химической природой системы.
С этой точки зрения целесообразно рассмотреть механизм проникнове-
ния углеводорода в клетки, находящиеся в водной фазе, так как без
контакта этих двух составных частей системы невозможно протекание
процесса. Существуют различные теории, объясняющие механизм по-
ступления питательных веществ в клетку. Так, Джонсон предполагает66,
что проникновение углеводорода в клетку происходит при участии ли-
пидов клеточной оболочки, и длинная парафиновая цепь углеводородной
молекулы становится частью фосфолипидной мицеллы клеточной
мембраны. Это объяснение весьма общо, и многие факты в свете его
остаются неясными. Имеются предположения о том, что первоначальное
окисление парафина протекает вне клетки207. В этом случае некоторые
ферменты должны были бы выделяться клеткой в среду208, однако мно-
гие авторы с этим не соглашаются 136. Все больше и больше фактов сви-
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детельствует о том, что фермент для проявления своей активности дол- -у
жен быть заключен в определенные структурные образования внутри \
клетки в неизмененном виде2 0 9^2 1 7.

Внутриклеточную активность ферментов могут увеличивать поверх-
ностно-активные эмульгаторы, как это имеет место при действии поверх-
ностно-активных веществ на дрожжи Candida albicans218. В этом случае
каталазная активность Candida albicans возрастает благодаря увеличе-
нию проницаемости клеточной стенки под воздействием ионных поверх-
ностно-активных веществ. Взаимодействие поверхностно-активных
эмульгаторов с Saccharomyces ellipsoideus ведет к образованию комп-

лексов с липидами, липоггротеидами
и л и п Р ° т е и н а м и клеточной поверх-
ности, чем нарушаются процессы ме-
габолизма219.

Сложность реакционной системы
приводит к мысли о том, что для
формулировки общих закономерно-
стей протекания процесса необходи-
мо рассмотреть его топохимию.

Рис. 1. Топохимическая схема эмульсион- β СВЯЗИ С тем, ЧТО подобные ИССЛедО-

ного 0 1 К и с л^и

у™в^ь

д

ГаР°ДаВ в при'сут~ вания микробиологического окисле-
* ат ра н и я почти отсутствуют, нам кажется

интересным кратко остановиться на
процессе эмульсионного окисления нефтяных углеводородов, близком с
физико-химической точки зрения к микробиологическому окислению. По-
видимому, в дальнейшем можно будет провести ряд аналогий в протека- \
нии реакции. Кинетика эмульсионного окисления углеводородов была ;

обстоятельно изучена в работах Кучера и сотр., они же высказали пред-
положение о топохимии процесса 220~222.

Прежде всего было показано, что поверхностно-активные эмульга-
торы являются существенным кинетическим фактором, приводящим к
изменению скорости процесса (преимущественно к его ускорению) бла-
годаря стабилизации углеводородных капель, а также капель продук- ;
тов реакции в водной среде. '

При проведении реакции окисления углеводородов щ эмульсиях ;
вполне возможно протекание отдельных стадий процесса в водной :
фазе 2 2 2. Предполагая существование мицелл эмульгаторов, ядро кото-
рых состоит из органической части молекулы и имеет олеофильный ха-
рактер, можно допустить достаточно легко протекающую солюбилиза-
цию водонерастворимых веществ в ядре мицеллы. В результате этого
в рыхлой, постоянно омываемой водой мицеллярной структуре сущест-
вует высокая ЛОКЭЛЬНЁЯ концентрация реагирующих веществ, подвер-
гающихся поляризующему, действию воды. Вполне резонно в этом слу-
чае допустить повышенную реакционную способность солюбилизиро-
ванных веществ.

Углеводородная фаза является в данном случае источником реаги-
рующих веществ, которые подвергаются солюбилизации. Кроме того,
в нее диффундируют продукты реакции, образующиеся в водной фазе.
Вполне естественно, что все это сопряжено с диффузией реагирующих
веществ из одной фазы в другую. Несколько упрощенная топохимиче-
ская схема реакции представлена на рис. 1.

Однако предложенная схема не является универсальной. Она пред-
полагает наличие поверхностно-активных эмульгаторов в системе и со-
вершенно не рассматривает случаев окисления углеводородов в эмуль- -/
сиях, не стабилизированных эмульгаторами.
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Ряд опытов223 убедительно показывает, что при окислении углево-
дородов в эмульсиях весьма существенную роль играет давление окис-
ляющего кислорода. Так, при окислении изопропилбензола в автоклаве
из нержавеющей стали повышение давления до 10 атм приводит к воз-
растанию скорости реакции, которая при увеличении давления выше
15 атм практически не изменяется. Все это приводит к мысли, что реак-
ция эмульсионного окисления углеводородов при атмосферном давлении
протекает не в кинетической, а в диффузионной области. В этом случае
скорость процесса лимитируется растворимостью кислорода в эмульсии
и, особенно, в водной фазе. Было также установлено224, что раствори-

л мость кислорода в водной фазе
значительно возрастает в 'присут-
ствии растворенных поверхност-
но-активных эмульгаторов.
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Рис. 2 Рис. 3

Рис 2. Кинетика растворения кислорода: 1 — в 5%-иом растворе некаля; 2 - - в 5%-ном
растворе лейканола; 3 — в 0,1 iV растворе пальмитата калия в ОД N растворе соды;
4 то же с солюбилизированным изопропилбензолом; 5 — в изопропилбензоле, при 80 ;

6 — в 0,1 N растворе соды при 25°

Рис 3. Кинетические кривые эмульсионного окисления изопропилбензола (/) и распада
п-'доопеоекиси в отделенной углеводородной фазе (2, 3, 4) и в эмульсии (2', 3', 4')

J " при 110°

Из рис. 2 видно, что растворимость и особенно скорость растворения
кислорода в растворах эмульгаторов выше, чем в чистой воде.

Наконец, постановкой ряда кинетических опытов по эмульсионному
окислению углеводородов было установлено, что отдельные стадии реак-
ции (в данном случае это реакция инициирования, происходящая при
распаде гидроперекиси) протекают на границе раздела фаз 2 2 5 . Особен
но это касается реакций, в которых принимают участие поверхности·••
активные реагенты (например, гидроперекиси), которые адсорбируются
на поверхности углеводородных капель. В этом случае на разные части
молекулы реагирующего вещества действует различная среда. Органи-
ческая (гидрофобная) часть молекулы втягивается в углеводородную
среду, гидрофильная же часть молекулы сольватируетоя молекулами
воды.

Таким образом, разность химических потенциалов вещества, отдель-
ные части молекулы которого находятся в разных фазах, создает до-
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полнительное поляризующее действие, что приводит к повышению ре-
акционной способности реагирующего вещества. "

Особенно это видно на примере реакции распада гидроперекиси,
скорость которой в присутствии водной фазы значительно возрастает
(см. рис. 3).

Переходя к рассмотрению микробиологического окисления углево-
дородов, можно отметить сходность ряда закономерностей с окислением
углеводородов в эмульсиях. Прежде всего отдельные стадии реакции
могут протекать в разных фазах или на границе их раздела. Оболочка
клетки состоит из дифильных белковых молекул, строение которых на-
поминает дифильное строение молекул поверхностно-активных эмуль-
гаторов 226. В этом случае вполне вероятно внедрение углеводорода
между органическими цепями гидрофобных «хвостов» , белковых моле-
кул, подобно тому, как это имеет место при солюбилизации олеофиль-
ных веществ в так называемых «пластинчатых» мицеллах227.

По-видимому, для образования фермент-субстратного комплекса ис-
ключительно благоприятные условия достигаются на границе раздела
фаз и, прежде всего, на поверхности клетки, так как в этом случае соз-
дается высокая локальная концентрация этих молекул.

На скорость и кинетику реакций микробиологического окисления
должна также оказывать влияние дисперсность реагирующих веществ. !
Это относится как к дисперсности капель углеводорода, так и к дис- |
персности пузырьков окисляющего газа. ]

Эти вопросы требуют систематического исследования. При решении \
их необходимо провести опыты, показывающие насколько скорость про- ;
цесса изменяется при механическом перемешивании реакционной смеси. ,
Исследование влияния механического перемешивания окисляющей » '••
эмульсии углеводорода должно способствовать выяснению роли диф- *
фузионных факторов в кинетике микробиологического окисления угле-
водородов, так как при увеличении скорости перемешивания возрастает
скорость диффузии отдельных компонентов.

Весьма вероятно, что при проведении реакции при атмосферном дав-
лении для объяснения процесса в какой-то мере можно использовать
приведенную топохимическую схему (см. рис. 1). В связи с этим инте-
ресно также выяснить влияние солюбилизации отдельных компонентов
в водной фазе на кинетику процесса. Эти исследования, на наш взгляд,
следует проводить в условиях все уменьшающегося количества угле- :
водородной фазы до полного исчезновения границы раздела фаз угле-
водород— водный раствор. ;

Наконец, последним вопросом, требующим решения в настоящее
время, является влияние повышения давления окисляющего газа, со-
держащего кислород. При повышенном давлении растворимость по-
следнего повышается. Таким образом, при увеличении содержания кис-
лорода в водной фазе усиливается скорость диффузии его в капли
углеводорода или в клетки, насыщенные углеводородом. В этом случае •
процесс может интенсифицироваться, как это наблюдается в случае
эмульсионного окисления углеводородов, однако при микробиологиче-
ском окислении необходимо учитывать влияние давления на жизнедея-
тельность микроорганизмов228. Из литературных данных известно, что :
высокие давления (до 200 атм) губительно действуют на дрожжевые :
организмы70. При давлении выше атмосферного кислород может по-
давлять и ограничивать рост микроорганизмов, способных развиваться
в различных питательных средах. Дальнейшие исследования должны
быть направлены на поиск культур, устойчивых к повышенному давле-
нию кислорода. τ .
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С кинетической точки зрения процесс микробиологического синтеза
белковых веществ (вернее, его отдельные стадии) протекает в открытой
системе, так как в этом случае происходит материальный обмен между
местом реакции и внешней средой229. К изменению количества вещества
Ε открытой системе приводят не только химические процессы, но и про-
цессы материального обмена с окружающей средой, что необходимо
учитывать при определении скорости реакции.

Целью настоящего обзора является рассмотрение современного со-
стояния вопроса о механизме микробиологического окисления углеводо-
родов нефти. Важность рассматриваемой проблемы очевидна. Интерес
к ней привел к образованию фактически новой отрасли естествознания
на стыке химии и микробиологии, которая занимается вопросами полу-
чения различных веществ с помощью микроорганизмов. Хотя сам про-
цесс микробиологического синтеза известен и используется промышлен-
ностью давно, однако переработке этим способом нефтяных углеводоро-
дов до сих пор не уделяли должного внимания, несмотря на всю ее
важность. Это касается физико-химических особенностей рассматривае-
мого процесса, так как микробиологические и биохимические аспекты
его интенсивно изучаются. Во избежание перегрузки в данной статье не
рассматриваются многие важные чисто биохимические и микробиологи-
ческие вопросы, которые освещены в других обзорах.

Вопросам биосинтеза белков и витаминов уделялось большое вни-
мание на проводившихся в последние годы VIII и IX Международных
микробиологических конгрессах (Москва, 1962, 1966 г.г.), Конференции
по прикладной микробиологии (Стокгольм, 1963 г.), Симпозиуме по
нефтяной микробиологии (Чехословакия, 1964 г.) и других встречах
ученых230"233. В настоящее время большинство работ в области микро-
биологического синтеза посвящено накоплению экспериментальных дан-
ных по подбору сырья и культур микроорганизмов, изучению и выделе-
нию продуктов окисления, разработке методик контроля и исследования
процесса, а также его аппаратурному оформлению. Подбираются усло-
вия проведения процесса, изучается питательная ценность продуктов
окисления. Сделаны некоторые шаги в установлении механизма фер-
ментативного окисления углеводородов, роли микроэлементов в этом
процессе, исследуется механизм взаимодействия живой клетки с угле-
водородом.

Нам кажется, однако, что настало время более подробного изучения
именно химической (особенно физико-химической) стороны микробио-
логического окисления углеводородов. Как и во всякой развивающейся
отрасли науки, здесь имеется ряд фактов, о природе которых приводят-
ся лишь правдоподобные догадки или противоречивые данные. Что
касается изучения физико-химической стороны процесса, то в этом на-
правлении работ почти совсем не проводили, хотя они имеют первосте-
пенное значение для совершенствования технологии. Химикам, занимаю-
щимся исследованием этого процесса, необходимо использовать имею-
щиеся в литературе данные по подобным процессам (жидкофазное
окисление углеводородов, реакции, протекающие в эмульсиях и т. п.).

Основной трудностью на пути исследования ферментативного окис-
ления углеводородов является прежде всего сложность реакционной
системы, что требует одновременных усилий исследователей многих
специальностей, в том числе многих отраслей химии. Слабое развитие
наших знаний о чисто химическом аспекте ферментативных процессов.
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и, в частности, в применении к микробиологическому окислению угле- ,
водородов также затрудняет работу исследователей в этой области. Раз- X
витие исследований сулит большие перспективы в создании новой тех-
нологии получения кормовых и пищевых продуктов, а также синтеза
ценных органических веществ (аминокислот, витаминов и т. д.). Есть
основания полагать, что разработка теории, выяснение общих законо-
мерностей и, в частности, химического механизма процесса микробио-
логического окисления углеводородов будут существенно продвинуты в
ближайшие годы. Совершенно ясно, что расширение и углубление зна-
ний по механизму ферментативного окисления нефтяных углеводородов
сделает реальным совершенствование существующих технологических
процессов получения белковых веществ из нефти, а также организацию
новых процессов избирательной переработки углеводородов нефти в
важнейшие продукты и полупродукты промышленности органического
синтеза. [

За время подготовки статьи к печати появились новые работы о <
ферментативном окислении твердых и-парафинов различными группами i
микроорганизмов234-235. Неудовлетворительный рост некоторых угле- j
водородокисляющих микроорганизмов на твердых парафинах в ряде j
случаев можно объяснить неустойчивостью дисперсий с этими парафи- j
нами. Даже /в присутствии- эмульгаторов измельченные твердые пара- ;
фины в водной среде образуют укрупненные частицы, что затрудняет :
рост микроорганизмов. Миллер и Джонсон235 предлагают растворять j
твердые парафины в жидких углеводородах, которые сами не уоваи- i
ваются данными микроорганизмами (или усваиваются в незначительной ;
степени) и могут служить растворителями. Эти авторы выращивали
Candida intermedia и Canlida lipolytica на эйкозане (С2о) и гексадекане 1
(Ci6), растворенных в пристане (2,6,10,14-тетраметилпентадекан), и от-
мечают хороший выход клеток. Однако число парафинов, которые мож-
но при этом исследовать, ограничено их растворимостью в пристане.

В последнее время появились также работы, посвященные действию
поверхностно-активных веществ на микроорганизмы, изучению связи
между строением и функцией поверхностно-активных веществ2 3 6·2 3 7.
Как свидетельствуют эти исследования, поверхностно-активные веще-
ства взаимодействуют с клеточной стенкой, изменяя ее проницаемость
и вызывая утечку жизненно важных составных частей протоплазмы
(различных аминокислот и производных нуклеиновых кислот) вслед-
ствие нарушения осмотического равновесия. Поверхностно-активные
вещества влияют также на локализацию ферментов внутри микроорга-
низмов и на взаимодействие ферментов. В зависимости от рН среды в
присутствии поверхностно-активных веществ наблюдается либо повы-
шение активности ферментов, либо угнетение их каталитического дей-
ствия.

По-прежнему большое внимание уделяется вопросам микробиологи-
ческого превращения ароматических углеводородов238-239, а также росту
микроорганизмов на газообразных углеводородах240·241.
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