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Изучение способностей микроорганизмов  
для биоремедиации отходов нефтедобычи

Выделены из отходов нефтедобычи полигона-накопителя месторождения «Жанажол» Актюбинской 
области устойчивые к высоким концентрациям нефти микроорганизмы, изучены нефтеэмульгирую-
щая активность и биостойкость к буровым растворам перспективных коллекционных и аборигенных 
культур углеводородокисляющих бактерий, для создания на их основе биопрепаратов для нивелиро-
вания действия нефтедобычи на окружающую среду.
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Мұнайды өндіру қалдықтарын биоремедиациялау үшін микроорганизмдердің 
қабілеттіліктерін зерттеу

Ақтөбе облысы «Жаңажол» кен орнының жинақтаушы-полигонының мұнай қалдықтарынан 
мұнайдың жоғары концентрациясына тұрақты микроорганизмдер бөліп алынды. Мұнай шығару 
қалдықтарының қоршаған ортаға әсерін жою мақсатында биопрепараттар жасау үшін перспективті 
коллекционды және аборигенді көмірсутектотықтырушы бактерия дақылдарының бұрғылау 
ерітіндісіне қатысты биотұрақтылығы және мұнай эмульгирлеуші белсенділігі зерттелді.
Түйін сөздер: мұнай қалдықтары, бұрғылау ерітінділері, мазутталған грунт, биоремедиация, ассоци-
ация структор, көмірсутек тотықтырушы микроорганизмдер.
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Investigation of microorganisms’ abilities for bioremediation of oil production waste

Microorganisms that resistance to the high concentration of petroleum is allocated from oil production 
waste of the Zhanazhol oilfield, Aktobe area and their oil emulsifying activity are investigated. Perspective 
collection and native cultures of petroleum oxidizing bacteria, biostable to brown solutions used for creation 
on their basis of biological products for leveling of oil production on environment.
Keywords: waste oil, brown solutions, contaminated soil, bioremediation, association destructor, 
hydrocarbon-oxidizing microorganisms.

	
При эксплуатации нефтяных месторождений 

образуются отходы, основную массу которых 
составляют нефтяные шламы, буровые растворы 
и замазученный грунт, которые вывозятся на 
специальные природоохранные сооружения 

полигоны-накопители отходов, образующихся 
при нефтедобыче [1, 2].

В западных районах Казахстана нефтедо-
бывающие предприятия относительно моло-
ды − срок их эксплуатации не более 25-30 лет, 
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вследствие чего проблемы, создаваемые нако-
пленными отходами, не были так остры  и ре-
шались строительством одного,  двух шламо-
накопителей. На сегодняшний день наступил 
критический момент, когда только в Актюбин-
ской области имеются 14 полигонов по размеще-
нию отходов добычи углеводородного сырья, за-
нимающих значительные территории, и потому 
не только заметно снижающие площади  хозяй-
ственно-значимых пахотных и пастбищных зе-
мель, но и являющиеся вторичным источником 
загрязнения окружающей среды. Это связано с 
тем, что нефтешламы, буровые растворы сами 
являются источником длительного загрязнения 
атмосферы, почвы, грунтовых и поверхностных 
вод. Влияние отходов бурения на природные 
объекты не обязательно может проявляться в 
токсическом эффекте на биосферу, оно способ-
но выражаться в нарушении экологического рав-
новесия биотопов различных трофических уров-
ней, что приводит к нарушению естественных 
биологических и химических процессов. Обита-
тели экосистем, подвергаясь токсическому дей-
ствию нефтепродуктов, способны аккумулиро-
вать их в своих тканях, затем углеводороды по 
пищевым цепям могут передаваться в организм 
человека (например, канцерогенные полицикли-
ческие компоненты нефти) [3-5].

Наиболее перспективным методом очистки 
почв и акваторий от загрязнений нефтью и не-
фтепродуктами является биотехнологический 
метод. Основным преимуществом этого метода 
является использование углеводородокисляю-
щих микроорганизмов [6, 7].

Литература по замазученному грунту за-
трагивает, как правило, микробиологические 
аспекты биоремедиации, но не собственно за-
мазученного грунта,  как концентрированного 
комплекса специфических загрязнений, соот-
ветственно микрофлоры. Вместе с тем создание 
биотехнологии, направленной на детоксикацию 
и утилизацию замазученного грунта, предполо-
гает исследование микробиологического статуса 
этой антропогенной экосистемы, поскольку наи-
более приспособленными к специфическому для 
экосистеме загрязнителю являются представите-
ли аборигенной микрофлоры, создание препара-
та − нефтедеструктора требует выделения актив-
ных углеводородокисляющих микроорганизмов 
из загрязненных почв и водоемов, изучения их 
свойств [8-10].

Целью исследований явилось выделение 
различных штаммов микроорганизмов − нефте-
деструкторов  из 7 проб нефтяных отходов по-
лигона-накопителя месторождения «Жанажол» 
Актюбинской области: замазученный грунт, 
буровые сточные воды, буровой шлам, отобран-
ных  на территории  4-х  действующих карт по-
лигона-накопителя (июнь, 2012 г.) и отбор из 
них активных штаммов микроорганизмов – не-
фтедеструкторов,  обладающих нефтедеструк-
тивной и эмульгирующей активностями, а так-
же  оценка их биостойкости  для включения их в 
ассоциацию штаммов − деструкторов нефтяных 
углеводородов. 

Для выделения активных углеводородокис-
ляющих микроорганизмов, определение их ко-
личественных, качественных и ростовых харак-
теристик  использовались пробы  сырой нефти 
месторождения «Жанажол» со следующими 
физико-химическими характеристиками: легкая 
− плотность 823,7-918,3 кг/м3 при температуре 
2000 С, среднесернистая − 0,4-1%, среднепара-
финистая − 4,7-8,7%, пластовая температура 63-
9400 С, а также  образцы следующих твердых и 
жидких отходов полигона-накопителя нефтяно-
го месторождения «Жанажол»:

1. Буровые сточные воды с нефтью (карта 
№1) − БВН-1 

2. Буровой шлам старый (карта №2) − БШС-2
3. Буровые сточные воды (карта №3) − БВН-3
4. Буровой шлам после очистки (карта №2) 

− БШО
5. Замазученный  грунт (карта №4) − ЗГ-4
6. Буровой шлам новый (карта №4)  − БШН-4
7. Буровой шлам с цементом новый (карта 4) 

− БШН(ц)-4
Для определения качественного состава ми-

кроорганизмов применялись диагностические 
элективные питательные среды.

Активные углеводородокисляющие культу-
ры были получены в виде накопительной куль-
туры микроорганизмов на синтетической среде 
Е-8, где в качестве элективного фактора и един-
ственного источника углерода в среде являлась 
нефть в концентрациях  70% и 80%. Инкубацию 
проводили в течение 30 дней при 290С в кача-
лочных условиях (220 об/мин). При появлении 
мути и изменении окраски среды производили 
последовательные пересевы из среды накопле-
ния на синтетическую агаризованную среду Е-8 
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с нефтью, откуда затем выделяли чистые микро-
организмы – нефтедеструкторы.

Способности выделенных микроорганизмов 
образовывать поверхностно-активные вещества 
оценивали по индексу эмульгирования и эмуль-
гирующей активности. Для оценки поверхност-
но-активных свойств микроорганизмов исполь-
зуется показатель эмульгирующей активности, 
определение которого основано на свойстве 
ПАВ образовывать эмульсию при встряхивании 
культуральной жидкости микроорганизмов с 
углеводородами или нефтью. Индекс эмульги-
рования штаммов определяли методом Купера, 
где в качестве гидрофобной фазы для эмульги-
рования использовали нефть, бензол, гексан, 
бензин и дизельное топливо. 

Для определения эмульгирующей способ-
ности исследуемых бактериальных штаммов их 
культивировали на минеральной среде в течение 
суток. Для получения супернатанта культураль-
ной жидкости ее центрифугировали при 6000 об/
мин в течение 15 минут. После чего к 5 мл ис-
следуемого супернатанта в качестве гидрофоб-
ного субстрата добавляли 5 мл углеводородов 
и встряхивали в течение 10 минут. Изменение 
индекса эмульгирования определяли через 24 ч. 
как величину отношения высоты эмульсионного 
слоя к общей высоте жидкости в пробирке и вы-
ражали в процентах.

Оценку биостойкости культур микроорганиз- 
мов в отношении буровых растворов проводили 
в течение 15-20 дней при 290С в качалочных 
условиях (220 об/мин) по следующим показа- 
телям: оптическая плотность проб и количес- 
твенный учет микробных клеток методом Коха.

В экспериментах использовались 24-48-ча-
совые культуры выделенных микроорганиз-
мов-деструкторов и 24-часовые коллекционные 
культуры. Эксперименты проведены в 4-5 по-
вторностях.

Проведена визуальная характеристика об-
разцов проб. Выявлено, что из 7 проб – 5 проб 
относятся к твердой фракции (замазученный 
грунт и буровой шлам) и 2 – к жидким фракциям 
(буровой раствор) отходов нефтедобычи. Сле-
дует отметить, что пробы с карт №1 (буровой 
раствор) и №4 (замазученный грунт) – имеют 
резкий нефтяной запах, с явным присутствием 
маслянистой фракции нефти, тогда как пробы с 
карт № 2 и №3 – имеют слабый бензиновый за-
пах, цвет − темно-коричневый, структура − су-

песчаная. 
В ходе изучения микробиологических ко-

личественных и качественных характеристик 
проб полигона-накопителя выявлено, что общее 
количество микроорганизмов в пробах буровых 
сточных вод,  замазученным грунте и буровом 
шламе составило 37х108 кл/мл, 36,5 х108 кл/мл и 
285 х108 кл/мл, соответственно.  Как видно, ко-
личество микроорганизмов в пробах буровых 
сточных вод  и замазученного грунта на порядок 
ниже, чем в пробах бурового шлама. 

В исследуемых пробах выявлены следующие 
группы микроорганизмов: актиномицеты, спо-
рообразующие микроорганизмы, грибы, нитри-
фикаторы, денитрификаторы.

Для выявления из исследуемых проб микро-
организмов, обладающих высокой углеводо-
родокисляющей активностью, использовался 
метод выделения накопительных культур с 
нефтью. Далее накопительная нефтеокисляю-
щая культура микроорганизмов пересевалась 
на плотную среду МПА для получения чистых 
углеводородокисляющих микроорганизмов.

Из проб буровых сточных вод, бурового 
шлама и замазученного грунта  получены 6 не-
фтеокисляющие накопительные культуры и обо-
значены нами как: БВН-1, БСВ-3, БШ-2, БШ-4, 
БШЦ-4, ЗГ-4.

Из полученных накопительных культур вы-
делены 11  нефтеокисляющих бактериологиче-
ски чистых культур микроорганизмов и обозна-
чены нами как: БВН-1, БВН-2, БШС-1, БШС-2, 
БШН-1, БШН-2, БШН-3, БШН-4, БШН(ц), ЗГ-1, 
ЗГ-2.

Важным свойством, обусловливающим 
способность бактерий усваивать углеводоро- 
ды, является продукция биоПАВ, которые 
диспергируют нефтепродукты и увеличи- 
вают биодоступность углеводородов для микро- 
организмов. Нами проведен поиск микроор- 
ганизмов-продуцентов биоэмульгаторов нефти 
и нефтепродуктов − дизельного топлива, 
бензола, гексана и бензина среди следующих 
коллекционных культур углеводороокисляющих 
микроорганизмов: Bacillus cereus Б1, Bacillus 
subtilis Т1, Pseudomonas mendocina Н3, Pseudo-
monas alcaligenes Н10, Pseudomonas aerogenosa.

Известно, что культуры, имеющие индекс 
эмульгирования выше 50%, считаются перспек- 
тивными продуцентами биоПАВ. Установлено, 
что у выделенной нами культуры Pseudomo-
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nas aerogenosa наблюдаются высокие значения 
индекса эмульгирования на двух используемых 
субстратах: на  дизельном топливе − 57%, нефти 
− 55%. 

Остальные 4 культуры имеют высокий индекс 
эмульгирования только в отношении одного 
субстрата, так Ps.mendocina Н3 в отношении 
бензола  (60%), тогда как этот показатель на 
нефти, гексане, бензине и дизельном топливе 
равен 9%, 10%, 37% и 37%, соответственно, что 
свидетельствует о способности этой культуры 
активно утилизировать только бензол. 

Полученные результаты коррелируют с 
данными изучения эмульгирующей активности 
(оптическая плотность) изучаемых культур: 
Bacillus cereus Б1, Bacillus subtilis Т1, Pseudo-
monas mendocina Н3, Pseudomonas alcaligenes 
Н10, Pseudomonas aerogenosa. Так, высокой 
эмульгирующей активностью обладает культура 
Pseudomonas aerogenosa, которая имеет высокий 
индекс эмульгирования  двух субстратов.

Проведена оценка биостойкости в отношении 
буровых растворов 13 культур микроорганизмов, 
обладающих высокой нефтеокисляющей и 
эмульгирующей активностями, отобранных из:

кафедральной коллекции − Pseudomonas 
alcaligenes Н10, Pseudomonas aerogenosa;

аборигенных микробных культур − БВН-1, 
БВН-2, БШС-1, БШС-2, БШН-2, БШН-3, БШН-
4, БШН(ц), ЗГ-1, ЗГ-2. 

Выявлено, что наибольшую активность 
в накоплении биомассы на буровых раство- 
рах показывают следующие культуры микроор- 
ганизмов: из коллекционных − Pseudomonas aer-
ogenosa, аборигенных культур − БВН-1, БВН-2, 
ЗГ-1,  БШН-1.

Таким образом, проведен поиск микроор- 
ганизмов-продуцентов биоэмульгаторов углево- 

дородов нефти среди 5 коллекционных культур 
углеводородоокисляющих микроорганизмов. 
На основании этих результатов выявлена  куль- 
тура Pseudomonas aerogenosa, обладающая высо- 
ким индексом эмульгирования нефти  (55%) 
и дизельного топлива (57%), что являет- 
ся показателем способности бактерий продуци- 
ровать биоПАВ для  диспергирования нефтепро- 
дуктов  и, тем самым, увеличивать биодоступность 
углеводородов для микроорганизмов.  

Из проб буровых сточных вод, бурового 
шлама и замазученного грунта  получены 6 на-
копительных нефтеокисляющих культур микро-
организмов, обозначенных нами как: БВН-1, 
БСВ-3, БШ-2, БШ4, БШЦ-4, ЗГ-4.

Из полученных 6 нефтеокисляющих на-
копительных культур  выделены 11 бактерио-
логически чистых культур микроорганизмов, 
обозначенных нами как: БВН-1, БВН-2, БШС-
1, БШС-2, БШН-1, БШН-2, БШН-3, БШН-4, 
БШН(ц), ЗГ-1, ЗГ-2.

Проведена оценка биостойкости в отноше-
нии буровых растворов 13 углеводородокисля-
ющих культур – кандидатов  микроорганизмов, 
из которых 2 – из кафедральной коллекции и 11 
− аборигенные микробные культуры, выделен-
ные из проб бурового шлама, буровых сточных 
вод и замазученного грунта. Выявлено, что наи-
большую активность в накоплении биомассы 
на буровых растворах показывают следующие 
5  культур: Pseudomonas aerogenosa, БВН-1, 
БВН-2, ЗГ-1, БШН-1, которые будут использо-
ваны в дальнейших экспериментах как микро-
организмы-кандидаты для конструирования 
активной углеводородокисляющей микробной 
ассоциации-деструктор отходов нефтедобычи 
полигона-накопителя «Жанажол» Актюбин-
ской области.
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