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АННОТАЦИЯ 

 

Структура и объем дипломной работы. Дипломная работа, включающая вводную (1 

стр.), основную (Обзор литературы – 13 стр., Объект и методы исследования – 4 стр., 

Результаты исследования – 4 стр.) и заключительную (Заключение и выводы – 1 стр.) 

часть, основана на применении теоретических (изучено 79 научных источников 

литературы) и лабораторных (использовано 1 нормативных документов) исследований. В 

работе представлены 2 рисунка и 6 таблиц. 

Цель. Изучение особенностей колонизации нефтетрубопроводов 

микроорганизмами на автозаправочных станциях.  

Полученные результаты: 

1. Изучены, на основе теоретических исследований, особенности обитания 

микроорганизмов в нефтетрубопроводах. 

2. Изучены, на основе лабораторных исследований, микроорганизмы, обитающие в 

нефтетрубопроводах. 

3. Изучены культуральные свойства микроорганизмов, выращенные на твердой 

питательной среде. 
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ANNOTATION 

 

The structure and scope of the thesis. The thesis, which includes an introductory (1 page), 

the main (Literature review – 13-page, Object, and methods of research – 4-page, Research 

results – 4 page) and the final (Conclusion and conclusions – 1 page) part, is based on the 

application of theoretical (studied 79 scientific literature sources) and laboratory (used 1 

regulatory documents) research. In the work presented 2 figures and 6 tables. 

Goal. Study of the features of colonization of oil pipelines by microorganisms at gas 

stations.  

The results obtained: 

1. Studied, based on theoretical studies, the features of the habitat of microorganisms in 

oil pipelines. 

2. Microorganisms living in oil pipelines have been studied based on laboratory studies. 

3. The cultural properties of microorganisms grown on a solid nutrient medium have been 

studied. 
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АНДАТПА 

 

Дипломдық жұмыстың құрылымы мен көлемі. Кіріспе (1 бет), негізгі (әдебиетке 

шолу – 13 бет, зерттеу нысаны мен әдістері – 4 бет, зерттеу нәтижелері – 4 бет) және 

қорытынды (қорытынды және қорытынды – 1 бет) бөлімді қамтитын дипломдық жұмыс 

Теориялық (79 ғылыми әдебиет көздерін зерттеді) және зертханалық (1 қолданылған 

нормативтік құжаттар) зерттеу. Жұмыста 2 сурет және 6 кесте ұсынылған. 

Мақсат. Автожанармай құю станцияларында микроорганизмдердің мұнай 

құбырларын отарлау ерекшеліктерін зерттеу.  

Алынған нәтижелер: 

1. теориялық зерттеулер негізінде мұнай құбырларындағы микроорганизмдердің 

тіршілік ету ерекшеліктері зерттелді. 

2. зертханалық зерттеулер негізінде мұнай құбырларында өмір сүретін 

микроорганизмдер зерттелді. 

3. қатты қоректік ортада өсірілген микроорганизмдердің мәдени қасиеттері 

зерттелді. 
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ВВЕДЕНИЕ 

 

Коррозия трубопроводов и нефтехранилищ наносит ущерб 

нефтегазовой промышленности. Потери от микробиологической коррозии 

оцениваются в тысячи тонн металла ежегодно. Наиболее острой, глобальной 

проблемой нефтяной микробиологии на современном этапе является 

создание способов эффективной защиты нефтепромысловых трубопроводов 

от биокоррозии. Установлено, что бактерии вызывают 70 процентов 

биокоррозии, а 23-30 процентов коррозии вызывается микроскопическими 

грибками. Выделение, изучение и идентификация показали, что основными 

биокоррозионными агентами являются сульфатированные и гетеротрофные 

бактерии [1]. 

Актуальность заключается в многочисленных потерях, связанных с 

жизнедеятельностью микроорганизмов в нефтетрубопроводах. 

Целю работы является изучение особенностей колонизации 

нефтетрубопроводов микроорганизмами. 

Задачи: 

1 Изучить, на основе теоретических исследований, особенности 

обитания микроорганизмов в нефтетрубопроводах. 

2 Изучить, на основе лабораторных исследований, микроорганизмы, 

обитающие в нефтетрубопроводах. 

3 Изучить культуральные свойства микроорганизмов, выращенные на 

твердой питательной среде. 

Структура и объем дипломной работы. Дипломная работа, 

включающая вводную (1 стр.), основную (Обзор литературы – 13 стр., 

Объект и методы исследования – 4 стр., Результаты исследования – 4 стр.) и 

заключительную (Заключение и выводы – 1 стр.) часть, основана на 

применении теоретических (изучено 79 научных источников литературы) и 

лабораторных (использовано 1 нормативных документов) исследований. В 

работе представлены 2 рисунка и 6 таблиц. 
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1 ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

1.1 Особенности развития нефтяной промышленности в 

Казахстане 

 

Казахстан, для которого нефтяная отрасль занимает ключевое место в 

экономике, по производству нефти:  

- среди стран СНГ занимает второе место, после России, 

- входит в первую тридцатку в мире из 90 стран.  

Нефтяная отрасль в Казахстане берёт своё развитие с 1899 г., когда 

первые залежи нефти были обнаружены в Западном Казахстане [2]. 

В настоящем крупные залежи нефти сосредоточены, в основном, на 

западе и севере, в т. ч. по наименованию – это Кашаган, Тенгиз, Карчаганак, 

Карабатан [3]. 

С 1991 года углеводородный сектор Казахстана получил около 60% 

прямых иностранных инвестиций в страну. Казахстан оценивается как 

потенциальный крупный экспортер нефти в ближайшей перспективе. По 

прогнозам, огромные природные ресурсы Казахстана удовлетворят 2–3% 

прогнозируемого мирового спроса на нефть в следующем десятилетии [4]. 

Месторождение Кашаган – это морское нефтяное месторождение в 

зоне Каспийского моря [72]. Был открыт в 2000 году, и расположен в 

северной части Каспийского моря, недалеко от Атырау. Когда 

месторождение было открыто, считалось вторым по величине нефтяным 

месторождением в мире [73]. 

Извлекаемые запасы месторождения Кашаган составляют около 13 

миллиардов баррелей сырой нефти. Суровые условия, включая морской лед 

зимой, колебания температуры от минус 35 до 40 градусов Цельсия, 

чрезвычайное мелководье и высокий уровень сероводорода, а также 

неправильное управление и споры делают его одним из самых сложных 

нефтяных мегапроектов [74]. Кашаган был определен в качестве основного 

источника поставок для нефтепровода Казахстан-Китай [75]. По оценкам 

CNN Money, разработка месторождения обошлась в 116 миллиардов 

долларов США по состоянию на 2012 год, что сделало его самым дорогим 

энергетическим проектом в мире [76]. 

Нефтяное месторождение расположено в низменном болоте на северо-

восточном побережье Каспийского моря. Месторождение включает в себя 

лицензионный проект площадью 2500 квадратных километров, который 

включает в себя небольшое месторождение имени Королева и различные 

перспективы разведки. 

По размерам ширина морского водохранилища составляет 19 

километров, а длина - 21 километр [77]. Морское нефтяное месторождение, 

открытое в 1979 году, является одним из крупнейших нефтяных 

месторождений в современной истории [78]. Город Атырау расположен в 350 
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километрах к северу от моря и является важным морским узлом 

транспортировки нефти. 

Первоначально доказанные запасы нефти на шельфе оценивались в 250 

миллиардов баррелей. Тенгиз является шестым по величине нефтяным 

месторождением в мире, запасы сырой нефти на морских и королевских 

нефтяных месторождениях оцениваются в 6–9 миллиардов баррелей. Одно 

только Королевское нефтяное месторождение содержит 1,5 миллиарда 

баррелей нефти, что составляет одну шестую от общего объема [77]. Как и 

многие другие нефтяные месторождения, Тенгиз обладает большими 

запасами природного газа. Это нефтяное месторождение является одним из 

крупнейших в мире и конкурирует с Мексиканским заливом по запасам 

нефти [79]. 

Карачаганакское нефтяное месторождение — это конденсатное 

нефтяное месторождение, расположенное в 23 километрах к востоку от 

Аксая на северо-западе Казахстана. Он был обнаружен в 1979 году. В 

пермский и юрский периоды это был комплекс крупных коралловых рифов 

площадью 30–15 квадратных километров. В самой большой точке резервуара 

имеется воздушный столб глубиной 1450 метров, а под ним находится 

нефтяное кольцо глубиной 200 метров. По оценкам, это включает 1,2 трлн 

кубометров природного газа и 10 млрд тонн жидкого конденсата и сырой 

нефти.  

Отложения состоят из карбонатов неправильной формы, и слои 

относятся к трем геологическим периодам, и в эти периоды имеется большое 

количество отложений. Становится ясным следующее: 

- Пермь: Кунгур, Артин, Сакмар, Асель 

- Каменноугольный период: Серпуховские, Визейские, Турнейские 

-Девонский: Фаменский 

Условия, при которых образуются отложения, также различны. На 

основе анализа основных образцов и сейсмических исследований были 

определены условия формирования известняка, кораллов, обычного моря, 

мелководья, лагун внутренних рифов, ядер коралловых рифов, относительно 

глубокой воды, склонов и безводных пород. На самой большой площади 

толщина водохранилища составляет 1,5 километра. 

Кроме того, разнообразие отложений привело к образованию 

карбонатных ядер с четыремя различными структурами: биотермической, 

биоморфно-обломочной, органо-обломочной и биогенной. Среди этих 

биоморфных пород наиболее распространены обломочные породы, за 

которыми следуют биотермальные породы. Но его объемы, по оценкам, 

составляет от 30 до 90 процентов от первой и 10–60 процентов от второй. 

В таблице 1.1 и графике на рисунке 1.1 показаны, согласно данным 

«Бюро национальной статистики, статистические данные роста нефтедобычи 

в РК в натуральном выражении за период с 1990 по 2021 гг.».  
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Таблица 1.1 – Производство нефти за период с 1990 по 2021 годы 

 

Год Производство 

нефти,  

тыс. тонн 

Год Производство 

нефти,  

тыс. тонн 

Год Производство 

нефти,  

тыс. тонн 

Год Производство 

нефти,  

тыс. тонн 

1990 21675,9 2001 36060 2008 58646 2015 66520,6 

1995 18122,8 2002 42066,7 2009 64345,4 2016 65569,6 

1996 21049,7 2003 45376,3 2010 68084,4 2017 72924,9 

1997 23408,6 2004 50671,5 2011 67765 2018 77496,2 

1998 23818,7 2005 50869,8 2012 66475,2 2019 78643,2 

1999 26735,8 2006 54338,8 2013 69483,3 2020 73006,2 

2000 30647,9 2007 55265 2014 67907,7 2021 73929,0 
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Рисунок 1.1 – Производство нефти за период с 1990 по 2021 годы  
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1.2 Особенности колонизации нефти и нефтетрубопроводов 

 

Для транспортировки нефти конечным потребителям, требуется 

обширная сеть трубопроводов. Для этих целей изготавливают трубопроводы 

из углеродистой стали, которая благодаря своим превосходным 

механическим свойствам и низкой стоимости используются во всем мире [5]. 

Трубопроводы из стали покрываются снаружи для защиты от коррозии. 

Однако это не является профилактикой коррозии, в случаях, когда скорость 

потока низкая или когда трубопроводы застаиваются. Эти факторы могут 

привести к скоплению воды, вследствие чего начинается локальное 

ржавление железа. Ржавление железа с образованием оксида железа является 

типичным примером коррозии. Коррозия металлов и сплавов приводит к 

огромным потерям для страны, для борьбы с коррозией необходимо большое 

количество материалов для покрытия, таких как краски, а также 

коррозионностойкие сплавы [6]. 

Трубопроводы подразделяются на 3 основные группы в соответствии с 

их предназначением [7]: 

     - проточные  

     - собирающие  

     - магистральные 

     - распределительные 

Проточные трубопроводы предназначены для соединения скважин с 

хранилищем или с оборудованием для переработки нефти. Они относительно 

короткие и диаметр их варьируется от 50,8 мм до 152,4 мм. Из-за их 

относительно небольших размеров, для транспортировки достаточно низкого 

рабочего давления. 

Собирающие трубопроводы далее транспортируют сырую нефть с 

центрального хранилища в магистральную сеть. Собирающие трубопроводы 

имеют большой диаметр, от 101,6 мм до 406,4 мм, и для перемещения с 

помощью них жидкостей требуется высокое давление. Высокое давление 

обеспечивается за счет насосов. 

Магистральные трубопроводы предназначены для транспортировки 

сырой нефти на большие расстояния до нефтеперерабатывающих заводов 

или до других терминалов хранения. Диаметр их обычно достигает 1524 мм, 

а в некоторых случаях до 2032 мм. Для таких больших трубопроводов 

необходимо большое давление, что создается наличием промышленных 

насосов в местах происхождения и на насосных станциях вдоль 

магистральной сети. 

Распределительные трубопроводы доставляют продукт конечным 

потребителям, таким как жилые дома, промышленность и предприятия. Они 

небольших размеров и имеют диаметр до 203,2–406,4 мм. Обычно 

изготавливаются из пластика [7]. 
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Микроорганизмы оказывают значительное влияние на коррозию 

трубопроводов, что может привести к серьезным эксплуатационным 

проблемам и сокращению срока службы трубопроводных систем. Основные 

механизмы, через которые микроорганизмы влияют на коррозию 

трубопроводов, включают: 

1. Микробная индуцированная коррозия (MIC) - коррозия, вызванная 

активностью микроорганизмов. MIC может быть результатом различных 

метаболических процессов, таких как редукция сульфатов, окисление железа 

и метаногенез, которые могут привести к образованию агрессивных 

соединений, таких как сероводород, кислые метаболиты или металлическая 

сера. 

2. Образование биопленок - микроорганизмы могут образовывать 

слои на поверхности трубопроводов, состоящие из клеток микроорганизмов, 

экзополимеров и других биомолекул. Биопленки могут изменять химические 

и физические свойства окружающей среды, способствуя коррозии, а также 

ускорять перенос коррозионных агентов. 

3. Депозиция и осаждение металлов - некоторые микроорганизмы 

способны окислять или восстанавливать металлы, такие как железо и 

марганец, приводя к образованию оксидов и солей. Эти соединения могут 

оседать на поверхности трубопроводов и усиливать коррозию. 

4. Образование агрессивных кислот - метаболические процессы 

микроорганизмов, такие как нитрификация, денитрификация или выделение 

органических кислот, могут приводить к образованию агрессивных кислот, 

которые разрушают металлическую структуру трубопроводов [19]. 

Значительная часть ранних работ микробиологов, работающих с 

нефтью, была направлена на борьбу с вредным воздействием 

микроорганизмов на нефтяных месторождениях. В результате изучения 

причин появления микроорганизмов в трубопроводах, были опубликованы 

многочисленные сообщения о присутствии микробов в призабойных 

водоемах нагнетательных скважин. Также было показано, что 

микроорганизмы являются нормальными обитателями интерстициальных вод 

[8].  

Соответственно, колонизация нефтетрубопроводов начинается в 

основном с призабойных зон нагнетательных скважин, где создаются 

оптимальные условия для роста микробных сообществ, находящихся в почве. 

В таких зонах обитают колонии аэробных бактерий, 

сульфатвосстанавливающих бактерий, тионовых бактерий и мицелиальные 

(плесневые) грибы. Все они являются организмами, обладающими 

деструктивной активностью. 

Наибольший вред нефтетрубопроводам приносят группы анаэробных 

сульфатвосстанавливающих бактерий [9], а ткаже нефтепромысловые 

эмульсии, образующиеся на различных стадиях разведки, добычи и 

переработки нефти [10; 11; 12].  
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Коррозия, как главный источник проблем, влияет на затраты на 

эксплуатацию и техническое обслуживание трубопроводов, и многие 

нефтепроводы сталкиваются с серьезными проблемами коррозии [13]. 

Подсчитано, что 40% всей внутренней коррозии трубопроводов в нефтяной 

промышленности можно отнести на счет микробиологической коррозии [14]. 

Утечка нефти из-за внутренней коррозии стальных резервуаров, были 

задокументированы в США, Франции, Швеции, Швейцарии и Индии [14; 6]. 

В нефтепроводах углеводороды и вода расслаиваются в нижней части 

трубопровода, когда скорость потока ниже, чем требуется для слива 

жидкостей по трубопроводу, вследствие чего происходит разложение 

углеводородов микробами на границе раздела жидкостей [15]. Совместное 

воздействие CO2, сульфатредуцирующих бактерий (SRB) и хлорида в зоне 

низких скоростей вызвает сильную коррозию и выход из строя 

трубопроводов [16]. Как правило, основными бактериями, участвующими в 

коррозии систем нефтедобычи, являются анаэробные сульфатредуцирующие 

бактерии [17], которые образуют сероводород в процессе жизнедеятельности 

в результате десульфовибриоза. Сульфатредуцирующие бактерии производят 

сероводород, который вызывает биокоррозию металла, вступая в реакцию с 

железом [18]. 

Электронная коррозия под воздействием микроорганизмов вызывают 

сульфидредуцирующие бактерии семейства Deltaprotobacteria, а именно 

такие виды как: 

- Desulfopila corrodens strain IS4. 

- Desulfopila strain QLNR1. 

- Strain IS6. 

- Desulfovibro sp. strain IS7. 

- Desulfovibro ferrophilus strain IS5. 

- Desulfovibro sp. strain IS8. 

Все вышеизложенные микроорганизмы разъедают железо в 

присутствии доноров электрона и сульфата [19]. 

Несколько исследователей также выделили сульфатредуцирующие 

бактерии (Desulfovibrio sp.) из микробных сообществ, содержащихся в 

микробных коррозиях в газо- и нефтетранспортных трубопроводах [20; 21; 

22]. 

Однако аэробные бактерии и грибы также могут участвовать в 

процессе коррозии [23]. Эти микроорганизмы вызывают коррозию за счет 

изменения химического состава на границе раздела между металлом и 

жидкостью [24; 25].  

Хоть большинство исследований по биокоррозии было сосредоточено 

на SRB, недавние исследования показывают, что в них также могут быть 

вовлечены другие типы бактерий, такие как: бактерии, окисляющие железо; 

бактерии, окисляющие марганец; бактерии, продуцирующие кислоту; и 

метаноген [26]. 
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Микробиологическое загрязнение топлива также было причиной 

эксплуатационных проблем во всем мире, и с годами их частота и 

серьезность резко возрастали [27]. Микробная активность может привести к 

разложению ингибитора/топлива, что приводит к таким проблемам как: 

неприемлемый уровень мутности, закупорка фильтров, коррозия резервуаров 

для хранения и коррозия трубопроводов, к потере сохраняемых продуктов 

[28].  

Ключевую роль в микробной коррозии нефтепроводов играют 

кислотообразующие бактерии (K. oxytoca ACP, B. cereus AN4, P. stutzeri AP2 

и S. marcescens ACE2 [29]. Они способны образовывать нитраты и/или 

азотную кислоту, которые способствуют коррозии металла [30]. 

Для предотвращения и контроля микробной коррозии в трубопроводах 

необходимо проводить регулярное мониторинг состава микроорганизмов, 

использовать химические ингибиторы, контролировать параметры 

окружающей среды (температуру, рН, концентрацию солей) и применять 

антибактериальные покрытия для трубопроводов. Вот некоторые стратегии 

для снижения влияния микроорганизмов на коррозию трубопроводов: 

Биоциды: Использование биоцидов для уничтожения микроорганизмов 

или снижения их активности может помочь предотвратить микробную 

коррозию. Биоциды должны быть выбраны с учетом специфических 

микроорганизмов, присутствующих в трубопроводе, и использоваться 

согласно рекомендациям производителя. 

На рынке имеется ряд биоцидов, которые можно использовать для этих 

целей, и они подразделяются на две основные классификации. На 

неорганические, то есть окисляющие или органические, то есть 

неокисляющие.  

Неорганические или окисляющие биоциды — это биоциды, которые 

убивают бактерии путем окисления белковых групп внутри клетки, вне 

клетки или в самой клеточной стенке или мембране, что приводит к потере 

нормальной активности ферментов, необходимых для дыхания и клеточного 

метаболизма, или разрушению самой клеточной мембраны. Примерами таких 

биоцидов являются — хлор, хлорноватистая кислота, бром, диоксид хлора, 

монохлорамины и надуксусная кислота.  

Органические биоциды или неокисляющие биоциды — это 

специальные химические агенты, которые действуют по механизмам, 

отличным от окисления, вмешивается в клеточный метаболизм, структуру и 

трансляцию ДНК. Примерами таких биоцидов являются глутаровый 

альдегид, тетракис-гидроксифосфоний сульфат (THPS), дазомет, 2,2-дибром-

3-нитрилопропионамид (DBNPA), четвертичные аммониевые соединения и 

изотиазолины [32]. 

Для борьбы с микробиомом нефтяных месторождений, трубопроводы 

подвергают воздействию сильных химических веществ, которые широко 

используются в нефтегазовой промышленности. 
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Антикоррозионные покрытия: Использование защитных покрытий на 

основе эпоксидных смол, полиуретанов, антибактериальных добавок или 

других материалов может предотвратить коррозию, вызванную 

микроорганизмами, и увеличить срок службы трубопроводов. 

Катодная защита: это метод, который использует внешний источник 

постоянного тока для управления электрохимическими процессами, 

происходящими на поверхности металла. Катодная защита может быть 

эффективна для предотвращения микробной коррозии, особенно при 

использовании в сочетании с другими методами. 

Регулярная очистка и инспекция: Регулярная очистка трубопроводов от 

биопленок, осадков и загрязнений, а также инспекция на наличие 

повреждений и коррозии, может помочь своевременно выявлять и устранять 

проблемы, связанные с микробной коррозией. 

Оптимизация эксплуатационных параметров: Контроль температуры, 

рН и содержания солей в рабочей среде трубопровода может помочь снизить 

активность микроорганизмов и замедлить коррозионные процессы. 

Мониторинг и анализ микробиологических данных: Регулярное сбор и 

анализ образцов для определения видового состава микроорганизмов и их 

количественного распределения в трубопроводах помогут разработать 

индивидуальные стратегии борьбы с микробной коррозией, а также оценить 

эффективность применяемых мер предотвращения и контроля коррозии. 

Исследование и разработка новых материалов: Проведение 

исследований и разработка новых коррозионностойких материалов, а также 

инновационных антикоррозионных технологий, помогут повысить 

устойчивость трубопроводов к микробной коррозии и увеличить их срок 

службы. 

Внедрение системы менеджмента качества: Разработка и реализация 

системы менеджмента качества с учётом микробной коррозии поможет 

определить наиболее эффективные методы предотвращения и контроля 

коррозии, а также улучшит операционные процедуры и практики 

обслуживания трубопроводов. 

Комбинирование этих стратегий и мер предотвращения микробной 

коррозии, а также регулярный мониторинг и анализ состояния 

трубопроводов, помогут снизить влияние микроорганизмов на коррозию 

трубопроводов и обеспечат более надёжную и долгосрочную эксплуатацию 

трубопроводных систем [31]. 

 

1.3 Биологические и технологические свойства нефтеокисляющих 

микроорганизмов 

 

Изучение нефтеокисляющих микроорганизмов, в основном, связано с 

периодическими экологическими катастрофами, вызванными крупными 

розливами нефти. Тот факт, что углеводороды сохраняются в течение долгих 

лет после крупных разливов нефти, указывает на то, что биологическое 
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разложение углеводородов в большинстве природных сред происходит 

медленно. Для ученных со всего мира основными являются следующие 

вопросы [33]:  

- каковы биохимические механизмы разложения углеводородов?  

- какие микроорганизмы задействованы в этом процессе?  

- каковы их особые свойства?  

Углеводороды — это широко распространенный класс природных 

соединений. Они не только обнаружены в районах, загрязненных нефтью. 

Химические анализы выявили присутствие значительных количеств 

алифатических и ароматических углеводородов в большинстве почв и 

отложений [34; 35]. Наиболее вероятной причиной низких концентраций 

широко распространенных углеводородов является продолжающийся 

биосинтез определенными растениями и микроорганизмами [36; 37; 38; 39; 

40; 41; 42]. Углеводороды образуются путем восстановления жирного Acyl-

CoA ферментами, которые утилизируют NADH или NADPH. Другими 

источниками углеводородов являются естественные просачивания со дна 

океана и несгоревшее топливо из двигателей, работающих на мазуте [43].  

Поскольку углеводороды являются природными продуктами, а также 

загрязняющими веществами, неудивительно, что бактерии, окисляющие 

углеводороды, широко распространены в природе. Однако соотношение 

бактерий, окисляющих углеводороды, к общей популяции гетеротрофных 

бактерий, а также разнообразие микроорганизмов, разлагающих 

углеводороды, обнаруженных в конкретной экосистеме, может изменяться в 

зависимости от времени отбора проб или степени загрязнения нефтью [44]. 

Способность усваивать нефтяные углеводороды является характерной 

чертой микроорганизмов, которые представлены различными системными 

группами. Это различные виды дрожжей, бактерий и микромицетов. 

Наиболее активными загрязнителями масла являются бактерии. Они 

характеризуются способностью поглощать широкий спектр углеводородов, 

включая ароматические углеводороды, и обладают высокой скоростью роста, 

поэтому представляют большой практический интерес. 

Микроорганизмы, которые используют углеводороды в качестве сырья, 

широко распространены в природе. Активные микроорганизмы, способные 

выделяться из водных и почвенных экосистем, особенно тех, которые 

загрязнены углеводородами или нефтью, а также из микробных сообществ и 

нефтяных резервуаров на нефтяных месторождениях. Было описано 22 вида 

бактерий и 31 вид микроскопических грибов, включая 19 видов дрожжей, 

которые были выделены из почвенных экосистем и обладают способностью 

биологического разложения различных нефтяных углеводородов. Из морских 

местообитаний было выделено 25 видов бактерий и 27 видов 

микроскопических грибов, которые способны окислять углеводороды. Среди 

них можно назвать такие роды как Achromobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, 

Arthrobacter, Bacillus, Brevibacterium, Citrobacter, Clostridium, 

Corynebacterium, Desulfovibrio, Eneribacer, Escherichia, Flavobacterium, 
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Methanobacterium, Micrococcus, Micromonospora, Mycobacterium, Nocardia, 

Rhodococcus, Pseudomonas, Sarcina, Serratia, Spirillum, Streptomyces, 

Thiobacillus, Vibrio; а также мицелиальные грибы родов Aspergillus, 

Cephalosporium, Penicillium, Mucor, Fusarium, Trichoderma; и дрожжи Candida, 

Debaryomyces, Endomyces, Endomycopsis, Hansenula, Rhodotorula, 

Saccharomyces, Torulopsis, Trichosporon. Кроме того, встречаются 

цианобактерии Agmenellum, Aphanocapsa, Lyngbya, Microcoleus, Oscillatoria, 

Phormidium, Plectonema [24]. 

Из таксономической точки зрения, микробиота природных источников 

окисленных углеводородов представлена широким разнообразием. Наиболее 

активные штаммы бактерий относятся к родам Pseudomonas, Arthrobacter, 

Rhodococcus, Acinetobacter, Flavobacterium, Corynebacterium, Xanthomonas, 

Alcaligenes, Nocardia, Brevibacterium, Mycobacterium, Beijerinkia, Bacillus, 

Enterobacteriaceae, Klebsiella [25]. 

Локализации углеводородокисляющих бактерий в природных средах 

уделяется значительное внимание из-за возможности использования их 

потенциала биоразложения при ликвидации разливов нефти. Из-за огромного 

количества сырой и рафинированной нефти, которая транспортируется на 

большие расстояния и потребляется в больших количествах, углеводороды в 

настоящее время стали очень важным классом потенциальных субстратов 

для микробного окисления. 

Поэтому неудивительно, что микроорганизмы, окисляющие 

углеводороды, недавно были выделены в больших количествах числа из 

самых разнообразных природных водных и наземных сред [45]. 

Микробный метаболизм нефти в недрах, особенно там, где 

поверхностные воды переносят кислород и питательные вещества в 

нефтяные залежи, может снизить ценность сырой нефти, поскольку аэробные 

бактерии используют парафины в качестве источника углерода [46; 47]. 

Большинство бактерий, разлагающих углеводороды, продуцируют 

поверхностно-активные соединения для эмульгирования молекул 

углеводородов с образованием капель или мицелл, которые в итоге 

поглощаются микроорганизмами диффузией [48]. 

Бактерии, разлагающие нефть, имеют тенденцию прилипать к 

гидрофобным материалам. Таким образом, если бактерии не будут удалены 

из материала и диспергируется перед подсчетом, получится выделить только 

минимальное количество колоний.  

Выбор источника углерода является еще более серьезной проблемой. 

Нефть — это сложная смесь углеводородов. Поскольку некоторые бактерии 

могут расти только на незначительных компонентах нефти, необходимо 

добавить большое количество нефти в питательную среду, чтобы обеспечить 

достаточное количество субстрата для успешного роста этих бактерий. 

Однако высокие концентрации нефти и смесей углеводородов использовать 

нельзя, поскольку они токсичны для бактерий [49]. 
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Наиболее часто выделяемыми родами бактерий являются Pseudomonas, 

Acinetobacter, Flavobacterium, Corynebacterium, Alcanivorax и Arthrobacter. 

Большинство исследований по разложению ароматических углеводородов 

было проведено с использованием Pseudomonas putida и видов Beijerinckia и 

Nocardia [50; 51]. 

В экосистемах широко распространены микроорганизмы, окисляющие 

углеводороды, которые способны разлагать углеводороды, полученные из 

нефти. Однако из-за сложной природы нефти и ее производных как 

загрязняющих веществ оценка количества и активности этой группы 

микроорганизмов не всегда является легкой задачей [52]. 

Некоторые из этих бактерий, таких как Dietzia, Pseudomonas, 

Mycobacterium, Marinobacter, Arthrobacter, Enterobacter, Streptobacillus, 

Rhodococcus, Kocuria, Streptococcus, Pandoraea, Burkholderia, Acinetobacter, 

Alkanindiges, Achromobacter, Alteromonas, Staphylococcus. Было установлено, 

что они играют жизненно важную роль в разложении нефтяных 

углеводородов [53]. 

Многие нормальные и экстремальные виды бактерий были выделены и 

использованы в качестве биоразлагателей для борьбы с нефтяными 

углеводородами. Пути разложения различных нефтяных углеводородов 

(например, алифатики и полиароматических соединений) используют 

окислительные реакции; однако эти пути сильно различаются из-за 

специфических оксигеназ, обнаруженных у разных видов бактерий. 

Например, некоторые бактерии могут метаболизировать определенные 

алканы, в то время как другие расщепляют ароматические или смоляные 

фракции углеводородов. Это явление связано с химической структурой 

компонентов нефтяных углеводородов. Недавние исследования выявили 

бактерии из более чем 79 родов, способные разлагать нефтяные 

углеводороды [54]. 

Микробное биодеградирование углеводородов происходит 

посредством комплекса метаболических реакций, катализируемых 

различными ферментами [55; 56], включая дегидрогеназы [57], цитохром 

Р450, пероксидазы, лакказы [58] и оксигеназы [59]. Катаболизм этих 

органических компонентов может происходить как в аэробных, так и в 

анаэробных условиях [60], хотя процессы анаэробной деградации (гены и 

ферменты) нуждаются в дополнительной информации для полного 

понимания [61]. 

Аэробные бактерии могут использовать ферменты монооксигеназу и 

диоксигеназу для присоединения одного или двух атомов кислорода к 

углеводородам соответственно [62]. Аэробное разложение алканов может 

быть достигнуто многими микроорганизмами, включая бактерии, 

нитевидные грибы и дрожжи [63]. По этому механизму микроорганизмы 

продуцируют алкангидроксилазы/алканмонооксигеназы, которые участвуют 

в первой стадии окисления алканов [64]. Монооксигеназы классифицируются 
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в соответствии с их системой переноса электронов и молекулярной 

структурой 

Разложение алканов обычно начинается с окисления концевой 

метильной группы, превращающей углеводород в молекулу спирта, которая 

далее окисляется до жирной кислоты, которая может вступить в путь β- 

окисления [65]. 

Анаэробный катаболизм углеводородов имеет иной подход по 

сравнению с аэробным катаболизмом, который в основном основан на 

реакциях восстановления [66] и использовании различных акцепторов 

электронов, включая марганец [Mn(IV)], нитрат (NO3 − ), сульфат (SO4 2−), 

трехвалентное железо [Fe(III)] и двуокись углерода (CO2). По-видимому, в 

анаэробном разложении гидроуглерода задействованы различные 

механизмы, включая добавление фумарата, карбоксилирование, 

гидроксилирование [67], метилирование [68] и обратный метаногенез [69]. 

Эти реакционные активации приводят к образованию метаболитов, которые в 

итоге включаются в биомассу или полностью окисляются [70]. 

Нефтяная микробиология начиналась как прикладной предмет, и 

прикладные аспекты продолжают служить основным стимулом для 

исследований в этой области. Текущими областями прикладного интереса 

являются: 

- микробиологическая порча нефтепродуктов 

- обработка разливов нефти и утилизация нефтяных отходов 

- повышенная нефтеотдача 

- производство поверхностно-активных веществ 

- углеводороды, как субстраты в процессах промышленной 

ферментации 

Биоповреждение нефтепродуктов, таких как топливо, смазочные масла 

и масляные эмульсии, имеет очевидные экономические последствия. 

Микробиологическая порча нефтепродуктов происходит только тогда, когда 

нефтепродукты вступают в контакт с водой [71].   
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2 ОБЪЕКТЫ И МЕТОДЫ 

 

2.1 Материалы 

 

2.1.1 Объект исслеования 

 

В работе были использованы пробы металлических труб взятые в 

(локация). Исследуемые пробы растворили в проточной воде.  

 

2.1.2 Оборудование 

 

Автоклав – представляет собой герметичный аппарат, который 

нагревает емкости, помещенные внутрь под высоким давлением, вследствие 

чего температура в автоклаве нагревается до 120°C. Таким образом, в 

течение 180 минут удалось стерилизовать емкость с питательной средой и 

удалить все бактерии и микроорганизмы. Для этой цели использовался 

автоклав модели ВК-75-01(Рис. 2.1) с характеристиками приведенные в 

таблице 2.1. 

 

Таблица 2.1 – Характеристики автоклава 
Параметр Значение 

Объем камеры, л 75 

Для этой цели использовался автоклав модели ВК-75-

01. 

400 х 600 

Мощность, кВт 8 

Напряжение, В 220 

 
Стерилизованную питательную среду разлили в пластиковые, 

одноразовые чашки Петри диаметром 90мм в которую ввели пробы объемом 

100мкл. Всего использовалось 4 чашки для двух проб по 2 повторности. 

Термостат суховоздушный создает и поддерживает постоянную 

температуру внутри рабочей камеры, которая необходима для проведения 

бактериологических исследований. Для этой цели был использован 

термостат модели ТС-1/80 СПУ с характеристиками представленные в 

таблице 2.2. 

 

Таблица 2.2 – Характеристики термостата 
Параметры Значение 

Объем рабочей камеры  80 литров 

Частота 50±1 Гц 

Напряжение  220 В ±10% 

Точность поддержания температуры в опорной точке 

камеры термостата в рабочем режиме  

±0,4 °С 

Предельное отклонение температуры по объему камеры  ±1 °С 

Дискретность 0,1 С 
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 Продолжение таблицы 2.2 
Диапазон регулируемых температур температура окр. среды 

60 °С 

Максимальная мощность, не более  250 Вт 

Размеры рабочей камеры  

— ширина 

— высота 

— глубина 

 

393 мм 

490 мм 

396 мм 

Габаритные размеры 

— ширина 

— высота 

— глубина 

 

518 мм 

721 мм 

525 мм 

Масса  45 кг 

Температура окружающей среды при эксплуатации  10…35 °С 

 
Для обеспечения стерильности проведенных исследований все 

действия выполнялись в ламинарном шкафе модели BO-120-PP TopAir Clean 

air solution имеющий 2 класс биозащиты Шкаф биологической безопасности 

TopAir класса II A2 защищает персонал лаборатории, окружающую среду и 

чувствительные рабочие процессы, в которых применяются биологические 

агенты. 

Шкаф предоставляет высокий уровень защиты от загрязнений 

благодаря использованию двух улучшенных фильтров ULPA.  

Изготовленный из прочного и легко моющегося антикоррозионного 

полипропилена, шкаф обладает высокой стойкостью к кислотам и 

химическим веществам, что особенно важно для помещений с высокими 

требованиями к чистоте.  

Для удобного управления и обеспечения безопасности оператора, шкаф 

оснащен умной, безопасной и элегантной системой управления, которая 

включает сенсорный экран. Эта система предоставляет оператору 

информацию о периодическом обслуживании и замене компонентов, 

обеспечивая надежную работу и безопасность. 

Модель BO-120-PP сертифицирована по стандарту EN 12469. 

Стерильность ламинарного бокса обеспечивает постоянный поток 

отфильтрованного воздуха образуя воздушный барьер. Характеристики 

ламинарного шкафа представлены в таблице 2.3. 

 

Таблица 2.3 – Характеристики ламинарного шкафа 
Параметры Значение 

Внешние размеры (мм) 

— ширина 

— высота 

— глубина 

 

1220 

1500 

800 

Рабочее пространство (мм) 

— ширина 

— высота 

— глубина 

 

1135 

640 

600 
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 Продолжение таблицы 2.3 

Открытие передней створки (мм) 480 

Скорость нисходящего потока (м/с) 0,33 

Скорость притока (м/с) 0,5 

Схема воздушного потока 70% циркуляции, 30% выхлопа 

Уровень чистоты Класс 100/ISO 5 

Шум (протестировано на высоте 20 см от 

рабочего стола, 1,2 м над землей, дБ) 

<62 

Электропитание 115/230 В, 50/60 Гц, однофазный 

Освещение 800 LUX, экологически чистое 

светодиодное освещение 

 
Аналитические весы. Это высокоточный прибор, используемый в 

лаборатории, способный измерять массу в пределах  десятых и сотых долей 

миллиграмма. В данной работе применялись аналитические весы модели 

Ohaus Pioneer (PA4102). Технические характеристики приведены в Таблице 

2.4. 

 

Таблица 2.4 – Характеристики термостата 
Параметры Значение 

Наибольший предел взвешивания, г 4100 

Дискретность, г 0,01 

Линейность в эксплуатации, г ±0,1...0,3 

Диаметры весовой чашки, мм 180 

 

2.1.3 Посуда 

 

В работе были использованы следующая посуда: одноразовые 

пластиковые чашки петри (4шт), стеклянная колба Эрленмейера, мерный 

стакан (50мл), стеклянный шпатель. 

  

2.1.4 Подготовка материалов 

 

В качестве среды для посева и дальнейшего роста микроорганизмов 

использовалась питательная среда с нутриентом-Агар, производством TM 

Media, соответствующим стандартам ISO 9001–2015 и ISO 11133–2014. 

 
2.2 Методики исследования 

 

2.2.1 Подготовка исследуемых объектов и посуды 

 

Подготовка объекта исследования и используемой посуды 

производилась по стандарту указанного в 6 главе стандарта ISO 7218–2015 

под названием «Подготовка стеклянной посуды и других лабораторных 

материалов». 
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2.2.2 Посев 

 

Все действия производились в стерильных условиях по стандарту 

описанный в разделе 10.2.4.2 «Метод посева с помощью шпателя» стандарта 

ISO 7218–2015. В частности, питательную среду Агар разлили в чашки 

петри, далее в первую и во вторую чашку Петри дозатором ввели образец 1 

(толстая стенка) объемом 100мкл на каждую чашку. В третью и в четвертую 

чашку ввели образец 2 (тонкая стенка) объемом 100мкл на каждую чашку. 

Введенные образцы распределил по всей поверхности чашки стерильным 

шпателем от центра к краям чашки.  

 

2.2.2 Культивирование 

 

После посева образца в питательной среде чашки перевернули и 

поместили в термостат для дальнейшего роста и развития колоний 

микроорганизмов. 
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3 РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

 

3.1 Изучение полученных колоний 

 

В работе были изучены культуральные свойства колоний, выросшие на 

твердой питательной среде NA в 4 чашках согласно стандарту ГОСТ Р ISO 

7218–2015.  

Первая проба была взята с поверхности тонкой трубы (т. е. 

промысловые трубопроводы, транспортирующие нефть из недр в резервуары 

и в нефтеперерабатывающие оборудования). Вторая проба взята с 

поверхности трубы с толстой стенкой (т. е. магистральные, 

транспортирующие нефть на большие расстояния). 

Исследование каждой пробы проводились с двумя повторностями. В 

среднем, в каждой чашке была обнаружена 41 колония.  

В частности:  

В образце тонкой трубы первой повторности [1(1)] – 38 колоний (рис. 

3.1., а); 

В образце тонкой трубы пробе второй повторности [1(2)] – 40 колоний 

(рис. 3.1., б); 

В образце толстой трубы пробе первой повторности [2(1)] – 44 колоний 

(рис. 3.1., в); 

В образце толстой трубы пробе второй повторности [2(2)] – 40 колоний 

(рис. 3.1., г); 

 
Рисунок 3.1 – Выросшие колонии на твердой питательной среде NA 
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3.2 Расчет количественного состава микроорганизмов [ГОСТ Р 

ИСО 7218–2015] 

 

Расчет количественного состава микроорганизмов согласно стандарту 

ISO 7218–2015 производят по формуле (1) 

 

𝑁 =
∑ 𝑐

𝑣⋅1,1⋅𝑑
 ,                                                                         (1) 

 

где ∑ 𝑐 — сумма колоний;  

          𝑣 —  объем инокулята, использованного в каждой чашке, см3;  

          d — коэффициент разбавления, соответствующий первому 

отобранному разведению. 

Применяемые значения:  

С [1(1)] – 38 колоний; 

С [1(2)] – 40 колоний; 

С [2(1)] – 44 колоний; 

С [2(2)] – 40 колоний; 

 
∑ 𝑐1=38+40=78 колоний                                                         (2) 

 
∑ 𝑐2=44+40=84 колоний                                                         (3) 

 

Объем инокулята, использованного в каждой чашке (𝑣) равна 0.1 см3; 

Коэффициент разбавления, соответствующий первому отобранному 

разведению (d) равна 1 ⋅ 10−2. 

Расчет: 

Для получения количества микроорганизмов на кубический сантиметр 

или на грамм пробы, вставляем все значения в формулу (1), получаем 
 

𝑁1 =
38+40

0,1⋅1,1⋅10−2
= 7 ∗ 104                                               (4) 

 

𝑁2 =
38+40

0,1⋅1,1⋅10−2
= 7,6 ∗ 104                                            (5) 

 

3.3 Культуральные свойства микроорганизмов, выращенные на 

твердой питательной среде 

Для изучения культуральных свойств микроорганизмов, колонии 

разделили на 3 основные группы: 

- крупные колонии (28 колоний); 

- средние колонии (53 колоний); 

- мелкие колонии (81 колоний); 

Изучение культуральных свойств микроорганизмов показало (таблица 

3.3), что: 

- мелкие колонии имели круглую, концентрическую форму, тогда как 

средние и крупные колонии - круглые;  
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- прозрачность мелких и больших колоний, были мутные, тогда как из 

средние колонии – мутные; 

- контур края мелких и средних колоний, были гладкие, тогда как 

крупные колонии – волнистые; 

- профиль мелких и крупных колоний, были плоские, тогда средние 

колоний – выпуклые; 

- поверхность всех колоний гладкие; 

- по цвету мелкие и крупные колонии, были белые, тогда как средних 

колоний – желтоватые; 

- по структуре мелкие и средние колонии, были однородные, тогда как 

крупные колонии – крупнозернистые. 

 

3.3. Рассуждение о результатах исследования 

 

Из отобранных проб были выращены колонии микроорганизмов. 

Опираясь на литературный обзор [9], можем предположить, что в нашей 

работе удалось выделить колонии аэробных бактерий, 

сульфатвосстанавливающих бактерий, тионовых бактерий и мицелиальные 

(плесневые) грибы так как наши образцы были подвержены контакту с водой 

и выращивались на благоприятной для роста среде и более не были 

подвержены контакту «из вне».  
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Таблица 3.3 – Культуральные свойства выращенных на твердой 

питательной среде колоний микроорганизмов 

 

Наименование 

среды 

Характеристика 

Твердая 

питательная среда  

NA NA NA 

Количество 

колоний из 162 

81 53 28 

Форма колонии Круглая, 

концентрическая 

Круглая Круглая 

Размер колонии Мелкие  Средние Крупные 

Прозрачность  Мутные  Прозрачные Мутные 

Контур края Гладкие Гладкие Шероховатые 

Профиль колонии Плоские Выпуклые Плоские 

Поверхность  Гладкие Гладкие Гладкие 

Цвет  Белые Желтоватые Белые 

Структура  Однородные Однородные Крупнозернистые  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

   

Краткие выводы по результатам дипломного исследования: в 

результатах исследования был культивирован и рассчитан количественный 

состав микроорганизмов, выделенных из образцов труб, взятых в (локация). 

Согласно литературному обзору, это могут быть колонии аэробных бактерий, 

сульфатвосстанавливающих бактерий, тионовых бактерий и мицелиальные 

(плесневые) грибы. Именно эти микроорганизмы способны вызывать 

биокоррозию нефтетрубопроводов. 

Полнота решения поставленных задач: цели и задачи были 

выполнены. Изучены методы предельного разведения, посева, 

культивирования и количественного учета колоний микроорганизмов, 

выросших на твердых питательных средах. 

Выводы: 

1 Изучены, на основе теоретических исследований, особенности 

обитания микроорганизмов в нефтетрубопроводах. 

2 Изучены, на основе лабораторных исследований, микроорганизмы, 

обитающие в нефтетрубопроводах. 

3 Изучены культуральные свойства микроорганизмов, выращенные на 

твердой питательной среде.  
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