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Аннотация. Аварии с разливами нефти и нефтепродуктов представляют 
серьезную угрозу экологической безопасности и здоровью людей. До настоя-
щего времени мероприятия по устранению последствий загрязнения в основ-
ном сводились к применению физических и химических методов, которые 
отличаются высокой стоимостью и множеством ограничительных факторов. 
Перспективным подходом к решению проблемы очистки объектов окружаю-
щей среды от нефтяных загрязнений является микробиологическая рекульти-
вация. Целью настоящей работы было выделение из месторождений вязкой 
и сверхвязкой нефти аборигенной микрофлоры для формирования ассоци-
ации, способствующей деградации тяжелой нефти. В результате скрининга 
углеводородокисляющих микроорганизмов из призабойных зон нефтяных 
скважин Башкирского яруса месторождений Республики Татарстан отобрано 
шесть высокоактивных изолятов. Установлено, что они принимают участие 
в окислении и биологической деградации тяжелой нефти с удельной плот-
ностью 0,89…0,91 г/см³. В опыте с монокультурами трансформация нефти 
не превышала 34%, однако под влиянием ассоциации значение показателя 
достигало 52%. Под влиянием ассоциации микроорганизмов отмечено суще-
ственное снижение вязкости нефти. Полученные данные свидетельствуют о 
перспективах дальнейшего изучения углеводородокисляющей способности 
отобранных микроорганизмов и использования данной ассоциации в каче-
стве основы биопрепаратов для ликвидации разливов нефти и нефтепродук-
тов, реабилитации окружающей природной среды.

Ключевые слова: нефть, углеводородокисляющие микроорганизмы, иден-
тификация, физиолого-биохимические свойства, нефтепродукты, деградация
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Abstract. Accidents with oil and petroleum product spills pose a serious threat 
to environmental safety and human health. To date, measures to eliminate the ef-
fects of pollution have mainly been reduced to the use of physical and chemical 
methods, which are characterized by high cost and many restrictive factors. Micro-
biological reclamation is a promising approach to solving the problem of cleaning 
environmental objects from oil pollution. The purpose of this work was to isolate 
native microflora from the deposits of viscous and ultra-viscous oil to form an as-
sociation that contributes to the degradation of heavy oil. As a result of screening 
of hydrocarbon-oxidizing microorganisms, 6 highly active isolates were selected 
from the bottomhole zones of oil wells of the Bashkir tier of deposits of the Re-
public of Tatarstan. It has been established that they take part in the oxidation and 
biological degradation of heavy oil with a specific density of 0.89-0.91 g/cm3. In 
the experiment with monocultures, the transformation of oil did not exceed 34%, 
but under the influence of the association, the value of the indicator reached 52%. 
Under the influence of the association of microorganisms, a significant decrease in 
the viscosity of oil was noted. The data obtained indicate the prospects for further 
study of the hydrocarbon-oxidizing ability of the selected microorganisms and the 
use of this association as the basis of biological products for the elimination of oil 
and petroleum product spills, rehabilitation of the environment.

Keywords: oil, hydrocarbon-oxidizing microorganisms, identification, physi-
ological and biochemical properties, petroleum products, degradation
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Введение
Аварии с разливом нефти и нефтепро-

дуктов представляют серьезную угрозу 
экологической безопасности и здоровью 
людей. Загрязнение почв сырой нефтью, 
как правило, обусловлено антропогенной 
деятельностью. Большинство нефтедо-
бывающих и нефтеперерабатывающих 
предприятий служат источниками за-
грязнения и засоления почв, ввиду чего 
ограничивается безопасное использо-
вание земельных ресурсов [10, 14]. Ос-
новными компонентами нефти являются 
различные ароматические углеводороды, 
алканы и нафтены, которые после попа-
дания в почву сохраняются в ней дли-
тельное время [14]. Летучие компоненты 
нефти, такие как бензол, толуол, ксилол 
и фенол, распространяясь в воздухе, ока-
зывают сильное токсическое действие на 
людей и животных [10, 13]. Кроме того, 
нефть, сохраняясь на поверхности, изме-
няет первоначальную структуру почвы, 
снижает ее проницаемость [15]. Непре-
рывное поступление нефти в почву при-
водит к накоплению в ней тяжелых ме-
таллов и неорганических солей [24] и, в 
то же время, загрязняет подземные воды, 
угрожая ресурсам питьевой воды [23].

До настоящего времени мероприя-
тия по устранению разливов нефти в 
основном сводились к применению фи-
зических и химических методов, кото-
рые отличаются высокой стоимостью и 
множеством ограничительных факторов 
[20]. Микробиологическая рекультива-
ция представляет собой перспективный 
подход к очистке объектов от нефтяных 
загрязнений. Данный метод является эко-
логически чистым, не требующим боль-
ших энергозатрат [21]. 

Цель настоящей работы – выделить 
из месторождений вязкой и сверхвязкой 
нефти аборигенную микрофлору для фор-

мирования ассоциации, способствующей 
деградации углеводородов и реабилита-
ции окружающей среды после аварий с 
разливом нефти и нефтепродуктов.

Материалы и методы
Пробы отбирали из месторождений, 

расположенных на территории Республи-
ки Татарстан: Ерыклинского, Шереме-
тьевского, Мало-Титовского и Ивинского 
(ОАО «Татнефть»). Ерыклинское место-
рождение расположено в Аксубаевском 
районе [17], Шереметьевское находится 
в лесостепной зоне Южного Прикамья 
[16], Мало-Титовское – в Новошешмин-
ском районе [18], Ивинское находится 
на землях Новошешминского, Аксуба-
евского и Черемшанского районов [19]. 
Нефти всех четырех месторождений по 
результатам исследования относятся к 
тяжелым, сернистым, маловязким в отло-
жениях девона и высоковязким в отложе-
ниях карбона [5]. Отбор проб из скважин 
осуществляли согласно ГОСТ 2517-2012 
[4]. Перед отбором проб из резервуара 
нефть отстаивали более 2 ч. Пробы от-
бирали из сифонного крана в чистые су-
хие стеклянные бутыли, заполняя их не 
более чем на 90% вместимости.

Выделение микроорганизмов осу-
ществляли по ранее описанным методи-
кам [8, 22]. Исследование морфологиче-
ских, физиологических и биохимических 
свойств выделенных бактерий прово-
дили с помощью микробиологических 
методов [1, 7, 9, 12]. Продуцирование 
экстрацеллюлярных биосурфактантов 
микроорганизмами изучали методом 
посева бактерий на кровяной агар [11], 
способность изолятов к разложению 
углеводородов – путем высева на среду 
Мюнца с вязкой нефтью. Микроорганиз-
мы культивировали на скошенном агаре 
в течение 48 ч при температуре 28ºС. По-
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лучив биологическую массу, ее смыва-
ли физиологическим раствором, затем в 
объеме 5 см3 вносили в среду с нефтью. 
Разложение нефти оценивали по динами-
ке роста бактерий через 2 и 24 ч 1, 7 и 
14 сут. Количество неокисленной нефти 
определяли весовым методом [2].

Иммитационный опыт по биотранс-
формации вязкой нефти проводили по 
методу стендового моделирования [6]. 
Принимая во внимание расположение 
углеводородов в скважине, при плани-
ровании эксперимента необходимо было 
уделить внимание формированию песча-
ного коллектора, который был наполнен 
нефтью. С этой целью сосуды сначала 
заполняли предварительно промытым 
стерильным речным песком, взятым на 
побережье р. Волги, затем насыщали 
равным объемом сырой нефти по 670 г 
в течение 7 сут. После этого в сосуды 
добавляли двухсуточные культуры угле-
водородокисляющих микроорганизмов 
(УОМ) в равном объеме, концентрацией 
1∙109 КОЕ/мл. В этой серии опытов ис-
пользовали изоляты 1244–6, 5053–1 и 
консорциум как наиболее активные де-
структоры. Для статистической обработ-
ки материала использовали программу 
Microsoft Excel и критерий Стьюдента.

Результаты исследований 
и обсуждение

Из отобранных образцов нефти было 
выделено 36 изолятов аборигенных ми-
кроорганизмов. По результатам ранее 
проведенных опытов, связанных с полу-
чением наиболее активно окисляющих 
вязкую нефть бактерий, в ходе анализа 
изучали шесть отобранных изолятов 
(40-3; 5121-1; 1244-4; 1244-6; 5053-1; 
5053-2). Им присуща совместимость 
между собой, высокая окислительная 
способность в отношении нефти, ста-
бильная жизнедеятельность в изменяю-
щихся условиях среды (температура от 
15 до 30ºС и pH от 4,0 до 9,0). 

Идентификацию микроорганизмов 
проводили по морфологическим, куль-
туральным и физиолого-биохимическим 
признакам. Исследуемые УОМ характе-

ризовались палочковидной формой, под-
вижностью, однотонной пигментацией 
белого и молочного цвета.

Изолятам присуща высокая сахароли-
тическая, протеолитическая, амилолити-
ческая и каталазная активность. Изоляты 
1244-4 и 1244-6 не образуют индола и се-
роводорода, остальные изоляты обладают 
способностью расщеплять белок и пептон 
до продуктов глубокого распада в виде 
индола и сероводорода. Каждый из изо-
лятов в той или иной мере обладает липо-
литической активностью. Смещение pH 
среды в кислую сторону особенно ярко 
наблюдалось у изолятов 5053-1 и 5053-2, 
средние значения – у изолятов 1244-4 и 
1244-6, наименьшие – 40-3 и 5121-1.

Выявленные ранее свойства УОМ 
согласуются со способностью усваи-
вать углеводороды, которая выражается 
в выработке ими поверхностно актив-
ных веществ (ПАВ), диспергирующих 
углеводороды и увеличивающих их 
биодоступность для микроорганизмов. 
Способность микроорганизмов обра-
зовывать ПАВ оценивали по индексу 
эмульгирования (таблица), наиболее вы-
сокие значения при смешивании культу-
ральной жидкости с керосином отмечены 
у консорциума и изолята 40-3 – 47,20%, 
наименьшие – у 1244-6 и 5121-1 – соот-
ветственно 40,20 и 39,60%. Выделение в 
среду эмульгатора характерно для угле-
водородокисляющих бактерий, так как 
гидрофильная клеточная стенка содер-
жит недостаточное количество липидов, 
поэтому гидрофобные углеводороды не 
способны проникнуть через нее. Специ-
ализированные же бактерии выделяют 
эмульгатор, тем самым снижая гидро-
фобность углеводородов и способствуя 
их солюбилизации [3].

Исследуемые УОМ обладают способ-
ностью к продуцированию экстрацеллю-
лярных биосурфактантов, о чем свиде-
тельствуют зоны просветления вокруг 
высеянных изолятов, образованные при 
гемолизе эритроцитов этими соединени-
ями (рис. 1).

Данный метод был использован по-
сле изучения методики, описанной в 
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Таблица. Эмульгирующая активность УОМ
Table. Emulsifying activity of UOM

Номер изолята Vэ (эмульсия), мл Vn (полный объем), мл ИЭ, %
1 (40-3) 3,32±0,07 7,0 47,20±1,08

2 (5121-1) 2,80±0,11 7,0 39,60±1,68
3 (1244-4) 3,04±0,06 7,0 42,80±0,82
4 (1244-6) 2,84±0,06 7,0 40,20±0,74
5 (5053-1) 2,98±0,10 7,0 42,00±1,37
6 (5053-2) 2,94±0,08 7,0 41,40±1,10

Консорциум 4,20±0,08 7,0 59,60±1,04

Рис. 1. Зоны гемолиза эритроцитов под воздействием экстрацеллюлярных 
биосурфактантов УОМ

Fig. 1. Areas of erythrocyte hemolysis under the influence of extracellular biosurfactants UOM

статье Н. Bautista [11], наглядно демон-
стрирующей наличие или отсутствие 
биосурфактантов, необходимых углево-
дородокисляющим микроорганизмам в 
деградации тяжелой нефти. Анализ по-
лученных данных показал, что отобран-
ные изоляты являются высокоактивны-
ми микроорганизмами.

На следующем этапе работы была по-
ставлена задача биотрансформации вяз-
кой нефти. Используемая в опыте нефть 
характеризуется близкими удельными 
плотностями от 0,89 до 0,91 г/см³. Пред-

варительные опыты выявили, что не все 
УОМ проявляют высокую активность в 
биоокислении, поэтому дальнейшие экс-
перименты проводили с монокультурами 
1244-6 и 5053-1 и консорциумом, вклю-
чающим все шесть видов УОМ (рис. 2).

Эксперименты показали, что нефть 
является активным участником общего 
метаболизма монокультур и консорциу-
ма микроорганизмов, увеличение роста 
идет за счет возрастания продолжитель-
ности контакта со средой, достигая мак-
симума к 7-м суткам культивирования. 
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Развитие консорциума во всех вариантах 
происходит активнее.

По количеству окисленной нефти 
показатели разнятся, наибольшее зна-
чение – по нефти Ивинского месторож-
дения (52%), нефть Шереметьевского, 
Ерыклинского и Мало-Титовского ме-
сторождений на 14-е сутки опыта моно-
культуры разлагают на 20…28%, консор-
циум – на 27…34%.

Оценку трансформации УОМ вязкой 
нефти в легкотекучие углеводороды осу-
ществляли визуально, учитывая измене-
ния мутности среды и вязкость нефти 
(в начале и конце опыта). Выявлено, что 
при внесении культур УОМ питатель-
ная среда не изменялась на протяжении 
15…20 сут, со временем на поверхности 
сформированного песчаного коллектора 
появлялись капли нефти, увеличиваю-
щиеся по объему. На 39-е сутки экспери-
мента капли отрывались от поверхности 
и накапливались в верхнем слое «жид-
кость – воздух», затем данный слой на-
растал. В опытах с Ерыклинской нефтью 
этот процесс завершился на 63…65-е 
сутки, среда в цилиндрах из мутной ста-
новилась более прозрачной, что свиде-
тельствовало о гибели определенной 
массы бактерий и замедлении процессов 
биологической трансформации углево-
дородов. В данном состоянии среда оста-
валась до окончания опыта (90 сут).

Анализ изменения вязкости нефти 
в опыте и контрольных вариантах (без 
микроорганизмов) свидетельствует о 
том, что все образцы были подвержены 
изменениям. С ассоциацией и Ерыклин-
ской нефтью значения вязкости снизи-
лись в среднем из трех измерений с 600 
до 337 Па∙с (43,8%), с монокультурами 
5053-1 и 1244-6 – с 600 соответственно 
до 430 и 507 Па∙с (28,3 и 15,5%). Эти 
данные свидетельствуют об активном 
участии отобранных УОМ в процессе 
трансформации вязкой нефти в легко-
подвижные формы.

В опыте с Шереметьевской нефтью, 
как и в предыдущем эксперименте, УОМ 
активно развивались первые 30…38 сут. 
Переход нефти всплыванием на поверх-

Рис. 2. Имитационный опыт с вязкой 
нефтью: а – Ерыклинское месторождение; 

б – Шереметьевское месторождение
Fig. 1. Simulation experience with 
viscous oil: a – Eryklinskoye field; 

b – Sheremetyevskoye field

ность легкой фазы начинался с 25…30-х 
суток и продолжался до конца опыта. 
Вязкость нефти в опыте с монокульту-
рами снизилась с 400 до 365…368 Па∙с 
(8,3%), консорциумом – с 400 до 330 Па∙с 
(17,5%). Менее активное изменение вяз-
кости Шереметеьвской нефти обусловле-
но, по всей вероятности, низкими ее зна-
чениями в начале эксперимента.

Заключение
В результате скрининга углеводо-

родокисляющих микроорганизмов из 
призабойных зон нефтяных скважин 
отобраны шесть высокоактивных изо-
лятов. Установлено, что они принима-
ют участие в биологической деградации 
тяжелой нефти с удельной плотностью 
0,89…0,91 г/см³. В опыте с монокульту-
рами трансформация нефти не превыша-
ла 34%, однако под влиянием ассоциации 
значение показателя достигало 52%. Под 
влиянием ассоциации УОМ отмечены 
существенное снижение вязкости и вы-
сокая эмульгирующая активность.

Полученные данные свидетельству-
ют о перспективах дальнейшего изуче-
ния углеводородокисляющей способ-
ности отобранных микроорганизмов 
и использования данной ассоциации 
в качестве основы биопрепаратов для 
ликвидации разливов нефти и нефте-
продуктов, реабилитации окружающей 
природной среды.
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