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РЕФЕРАТ

Отчет  состоит из 41 страниц, 8 рисунков, 6 таблиц, 31 источников использованной литературы.

МИКРООРГАНИЗМЫ, ПОВЫШЕНИЕ НЕФТЕОТДАЧИ, ПОВЕРХНОСТНО-АКТИВНЫЕ ВЕЩЕСТВА, НЕФТЕЭМУЛЬГИРУЮЩАЯ АКТИВНОСТЬ, ЭМУЛЬГИРУЮЩАЯ АКТИВНОСТЬ, ГАЗООБРАЗОВАНИЕ
Объекты исследования – в работе использованы 15 культур микроорганизмов, выделенных из нефтепластовых вод производственной скважины месторождения «Акинген», расположенного в Атырауской области Западного Казахстана со следующими условными названиями - T1; T2;T3; T4;D3; D4; D5; D6; D7 - аэробы; D8; D9 - анаэробы.

Цель данного этапа исследований - скрининг микроорганизмов, способных к выделению метаболитов, необходимых для повышения нефтеотдачи пластов. Идентификация культур микроорганизмов. 
Все эксперименты проводились в лабораторных условиях с использованием современных и традиционных методов физико-химических, генетических, биохимических и микробиологических исследований. Для сравнительного, статистического анализа и обсуждения полученных экспериментальных результатов использовались компьютерные программы.
Все поставленные задачи этапа решены в полном объеме в соответствии с календарным планом  работ на 2018 год.

ТҰЖЫРЫМ
Есеп 41 беттен, 8 суреттен, 6 кестеден және 31 әдебиеттер көзінен тұрады. 

МИКРООРГАНИЗМДЕР, МҰНАЙ ШЫҒАРУЫН ЖОҒАРЫЛАТУ, БЕТТІК-БЕЛСЕНДІ ЗАТТАР, МҰНАЙ ЭМУЛЬГИРЛЕУ БЕЛСЕНДІЛІГІ, ЭМУЛЬГИРЛЕУ БЕЛСЕНДІЛІК, ГАЗ ТҮЗІЛУІ
Зерттеу нысандары – жұмыста Батыс Қазақстанның Атырау облысының «Ақінген» кен орындарының өндірістік бұрғымаларының пластты суларынан бөлініп алынған микроорганизмдердің 15 дақылы қолданылды, шартты атаулары: T1; T2;T3; T4;D3; D4; D5; D6; D7 - аэробтар; D8; D9 – анаэробтар. 
Жоба кезеңінің мақсаты - метаболиттер бөліп шығаруға қабілетті микроорганзмдер скринингі. Іріктелген микроорганизмдер дақылдарын идентификациялау. 
Жұмыс барысында заманауи генетикалық, физико-химиялық, биохимиялық, микробиологиялық зерттеулерінің әдістері қолданылды. 

Эксперименттер зертхана жағдайында жүргізілді. Эксперименталды нәтижелерді салыстырмалы, статистикалық талдауында және талқылауында компьютерлік бағдарламалар қолданылды. 
Жобаның 2018 жылға күнтізбелік жоспарына сәйкес, қойылған барлық міндеттер толық көлемде орындалды.
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ОПРЕДЕЛЕНИЯ, ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ

В настоящем отчете о НИР применяются следующие термины:
Эмульгирующая активность - способность к образованию эмульсий, т.е. дисперсий
Нефтеэмульгирующая активность (НЭА) - способность микроорганизмов-продуцентов ПАВ к диспергированию нефти, т.е. к образованию мельчайших нефтеэмульсии, что повышает эффективность контакта бактерий с нефтью

Поверхностно-активные вещества (ПАВ) - вещества, обладающие способностью изменять свойства поверхности жидкости, в которой они рестворены 
Биосурфактанты (био-ПАВ) - поверхностно-активные вещества биологического происхождения. В настоящее время, интенсивно изучается образование подобных экзо-клеточных соединений микроорганизмами
Супернатант - надосадочная жидкость, остающаяся после осаждения нерастворимого материала 
ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время, нефтегазовая отрасль Казахстана является наиболее крупной, динамично развивающейся сферой и входит в число двадцати крупнейших мировых производителей.

Эффективность извлечения нефти из нефтеносных пластов современными, промышленно освоенными методами разработки во всех нефтедобывающих странах на сегодняшний день считается неудовлетворительной, при том, что потребление нефтепродуктов во всем мире растет из года в год. Средняя конечная нефтеотдача пластов по различным странам и регионам составляет от 25 до 40% [1-3].

Как известно, Казахстан в настоящее время переживает период поздней стадии разработки. Добываемая на казахстанских месторождениях продукция достигла высокого уровня обводненности (80-90 %), а объемы невыработанных запасов нефти, остающихся в недрах, составляют до 60-70 %. Кроме того, большинство месторождений в Казахстане характеризуются низкой проницаемостью, повышенной вязкостью нефти и сложным геологическим строением, то есть их запасы относятся к категории трудноизвлекаемых [1].
Таким образом, решение задачи разработки новых технологий, позволяющих увеличить нефтеотдачу уже разрабатываемых пластов, на которых традиционными методами извлечь значительные остаточные запасы нефти уже невозможно, является актуальной.
Цель данного этапа исследований - скрининг микроорганизмов, способных к выделению метаболитов, необходимых для повышения нефтеотдачи пластов и идентификация отобранных культур микроорганизмов.
Задачи исследований: 

1. Скрининг микроорганизмов, способных к выделению целевых метаболитов для повышения нефтеотдачи пластов
1.1 Отбор микроорганизмов, способных к образованию кислот;

1.2 Отбор микроорганизмов, способных к эмульгированию нефти;

1.3 Отбор микроорганизмов, способных к газообразованию;
2. Идентификация отобранных культур микроорганизмов.
Все эксперименты проводились в лабораторных условиях с использованием современных и традиционных методов физико-химических, генетических, биохимических и микробиологических исследований. Для сравнительного, статистического анализа и обсуждения полученных экспериментальных результатов использовались компьютерные программы.
ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ
1 Выбор направления исследований
Необходимость улучшения современной добычи нефти привлекает внимание исследователей и операторов нефтяных месторождений. За последние несколько десятилетий эта проблема получила постоянное внимание, что приводит к медленному, но устойчивому росту средних коэффициентов извлечения нефти. Например, в настоящее время средний мировой уровень нефтеотдачи пластов составляет около 30%, тогда как в США средний коэффициент нефтеотдачи составляет 39%. Однако многие эксперты считают, что в обозримом будущем коэффициент нефтеотдачи может достигать 50-60% и даже 70-80% [4, 5].

Это означаeт, что ocтаточные или неизвлекаемыe промышленно освоeнными методами разработки запасы нефти достигают в среднем - 55–75% от первoначальных геологических запасов нефти в недрах. 

Проблема полноты извлечения нефти из разрабатываемых пластов приобретает большую актуальность в связи с нарастающим снижением добычи нефти при долговременной эксплуатации действующих месторождений и с уменьшением темпов ввода в разработку новых крупных месторождений. 
По оценкам экспертов, запасы трудноизвлекаемых нефтей в мире превышают 1 трлн. т и, в развитых промышленных странах,  рассматриваются как существенный резерв добычи нефти. Так, запасы тяжелых и высоковязких нефтей, примерно в 5 раз превышающие запасы легких и маловязких нефтей (810 и 162.3 млрд. тонн, соответственно), являются важнейшей частью сырьевой базы нефтяной отрасли как в Казахстане, так и в ряде других нефтедобывающих стран мира. 

Наиболее крупными запасами тяжелой и высоковязкой нефти располагают Канада и Венесуэла, значительные запасы имеют также Мексика, США, Россия, Кувейт и Китай [3, 6]. 

Как известно, Казахстан в настоящее время переживает период поздней стадии разработки. Добываемая на этих месторождениях продукция достигла высокого уровня обводненности (80-90 %), а объемы невыработанных запасов нефти, остающихся в недрах, составляют до 60-70 %.

Кроме того, большинство месторождений в Казахстане относятся к категории трудноизвлекаемых запасов нефтей, так как характеризуются низкой проницаемостью, повышенной вязкостью нефти и сложным геологическим строением нефтеколлекторов [1, 6].
Организация эффективной выработки трудноизвлекаемых запасов нефти на месторождениях Казахстана, уникальных по площади, мощности продуктивной толщи, плотности запасов, характеру насыщающих флюидов (высокопарафинистых, застывающих или вязких с высоким содержанием асфальтенов и смол) связана с преодолением значительных трудностей. Сложность разработки месторождений Казахстана состоит  в том, что с самого начала этих работ, задачи по применению новых технологий для эффективного извлечения нефти не ставились вообще, а потому и не решались [6]. 

В связи с этим, решение задачи разработки новых технологий, позволяющих значительно увеличить нефтеотдачу уже разрабатываемых пластов, на которых традиционными методами извлечь значительные остаточные запасы нефти уже невозможно, является актуальной.

При первичной разработке нефтяных месторождений во всем мире используются традиционные промышленно освоенные методы, затем, для повышения нефтеотдачи уже разработанных месторождений существуют несколько методов: химические (заводнение с использованием поверхностно-активных веществ, жидких растворителей, полимеров); газовые (закачка углеводородных газов, углекислого газа, азота); тепловые (вытеснение нефти теплоносителями, воздействие с помощью внутрипластовых экзотермических окислительных реакций),  микробиологические [2, 4].

При применении физико-химических технологий извлечения нефти вытеснение происходит, но неравномерно по всему объёму пласта. В первую очередь, нефть высвобождается из крупных пор, оставаясь при этом в мелких. Наступает момент, когда вся нагнетаемая вода начинает проходить по крупным порам, из которых нефть уже вытеснена. В то же время, нефть, удерживаемая в мелких порах за счёт капиллярных эффектов, остаётся не вовлечённой в этот процесс. 

Принципиальная возможность использования микробиологического воздействия с целью увеличения нефтеотдачи и интенсификации добычи нефти, впервые была запатентована C.E. Zobell (1946 г.) [7]. 

Микробиологические методы повышения нефтеотдачи пластов применяются, в основном, на заводнённых залежах. Основными механизмами, действующими на нефтеотдачу, являются:

а) образование кислот, растворяющих вмещающие породы и увеличивающих пористость и проницаемость коллектора [8, 9];
б) образование растворителей и газов, ведущее к снижению вязкости нефти и растворяющих карбонатные породы, увеличивая проницаемость пласта и облегчая вытеснение нефти [10]; 

в) образование биосурфактантов, биополимеров и других соединений, эмульгирующих нефть, снижающих ее вязкость и межфазное натяжение на границе нефть-вода [11].
Уже в течение десятков лет известно, что среди углеводородокисляющих микроорганизмов имеются штаммы, способные деструктировать углеводороды нефти с образованием органических растворителей, таких как спирты и альдегиды, жирные кислоты, обладающие поверхностной активностью, газообразные продукты и другие метаболиты, увеличивающие подвижность нефти. Следовательно, если микроорганизмы будут внесены в нефтяной пласт, они смогут передвигаться в места залегания оставшейся нефти и приводить в движение нефть, считавшуюся ранее неподвижной и неизвлекаемой [6].

Микробиологические методы нефтеотдачи пластов делятся на две основные группы: еx-situ - где метаболиты микроорганизмов, такие как - биосурфактанты, биополимеры, биоэмульгаторы нефти получают в промышленных биореакторах и, затем, вводят в пласт в виде раствора; in-situ - метаболиты микробов образуются непосредственно в пласте за счет жизнедеятельности микроорганизмов [12]. В этом случае, образование нефтевытесняющих биопродуктов происходит непосредственно в пласте за счет дополнительного внесения в пласт микроорганизмов и питательных веществ - мелассы, молочной сыворотки и других отходов пищевой или химической промышленности.

Дополнительные питательные вещества вводятся с целью обеспечения активной деятельности микроорганизмов и продукции вторичных метаболитов. В мире применяются различные отходы промышленности, например, меласса, кукурузные отходы, молочная сыворотка и т.д., также есть примеры добавления только азота и фосфора [13, 14, 15].

Преимущества микробиологического метода повышения нефтеотдачи:

· повышение производительности нефтяных месторождений [16];
· увеличение суммарной добычи нефти и срока эффективной эксплуатации скважин и месторождений;
· увеличение вязкости пластовой воды за счет повышения концентрации биомассы и продуктов метаболизма микроорганизмов, таких как растворимые биополимеры, что снижает подвижность пластовой воды в пластовой породах [16];
· себестоимость технологии дешевле, по сравнению с другими методами повышения нефтеотдачи [17, 18]; 
· уменьшение времени простоя оборудования  [16];
· низкая энергопотребляемость для технологии [18];
· технология является экологически чистым, поскольку микробные продукты биоразалагаемы [17, 18].

Преимущества микробиологических методов повышения нефтеотдачи, влияющие на качество производимой нефти:

· увеличение легких алканов <С20;
· уменьшение среднего содержания алканов C20-C40;
· биодеградация высокомолекулярных тяжелых углеводородных компонентов;
· разделение ароматических кольцевых структур;
· разделение химических структур фенольного кольца;
· трансформация серосодержащих органических соединений;
· эмульгирование сырой нефти, которую можно легко мобилизовать в эксплуатационную скважину [16].

Maudgalya с соавторами сделали обзор по 407 проектам, где в полевых условиях используются микробиологические методы повышения нефтеотдачи [19]. Полевые испытания были классифицированы по следующим параметрам: литология и свойства пластов, микроорганизмы, питательные вещества, тип испытания и тип механизма извлечения нефти. Это исследование показало, что основными механизмами микробигического метода являются модификация проницаемости горных пород, увеличение количества капилляров (т.е. биосурфактанты, спирты, биополимеры и кислоты), биодеградация тяжелых компонентов сырой нефти, что делает нефть менее вязким, и набухание нефти из-за поглощения биогаза (т. е. CO2 и CH4) в нефтяной фазе.

Микробиологические методы увеличения нефтеотдачи используют такие компании, как Titan Oil Recovery Inc., Glori Energy совместно с Statoil, Total, Du Pont совместно с BP, Chevron. Из российских компаний наиболее активно применяет микробиологические методы ОАО «Татнефть». При этом география применения данных методов увеличения нефтеотдачи обширна: США, Канада, Бразилия, Болгария, Азербайджан, Румыния, Германия, Россия и др. Также в Восточной Азии, в таких странах как Китай, Малайзия, Индия и Индонезия, были зарегистрированы полупромышленные испытания [20].

Технологии с использованием микроорганизмов и мелассы, в качестве питательного субстрата, применяются на месторождениях США, Китая, Румынии, Венгрии, Польши, Германии и других странах, где развито сахарное производство. Примером успешных испытаний микробиологического метода повышения нефтеотдачи являются результаты воздействия на карбонатные коллекторы с применением мелассной технологии на месторождении «Фуйу» (Китай), где в 2001 г. было закачано 236 т мелассы и за первые 6 месяцев дополнительно получено около 2700 т нефти. В основе этой технологии лежит способность сахаролитических микроорганизмов родов Clostridium, Bacillus усваивать мелассу, содержащую не менее 40 % сахара, быстро накапливать биомассу и повышать ферментативную углеводородокисляющую активность [16].

Использование микробиологических подходов при разработке способов увеличения добычи нефти требует проведения тщательного скрининга активных штаммов микроорганизмов с высокой целевой активностью среди большого видового разнообразия  микроорганизмов естественной микрофлоры объектов внешней среды на территории месторождения. 

Поскольку существующие и успешно применяемые за рубежом препараты высокоспецифичны для конкретного региона и потому не приемлемы для использования на Казахстанских месторождениях, необходимость исследований по созданию отечественных технологий для повышения нефтеотдачи пластов не вызывает сомнений.

2 Материалы и методы исследования 

2.1 Объекты исследования

В работе использованы 15 культур микроорганизмов, выделенных из поземных нефтепластовых вод разработанного месторождения «Акинген», расположенного в Атырауской области Западного Казахстана со следующими условными названиями - T1; T2;T3; T4;D3; D4; D5; D6; D7 - аэробы; D8; D9 - анаэробы.

Культуры микроорганизмов активирoвались на свежескoшеннoм агаре МПА, затем перенoсились в жидкую среду МПБ и культивирoвались при 30° С в течение 24-48 часoв.

Рабoта выпoлнена на базе акредитованной испытательной лабoратoрии «НИИ проблем экологии» (ГОСТ ИСО/МЭК 17025-2011) с привлечением лаборатории РГП «Республиканской коллекции микроорганизмов».

2.2 Материалы

В рабoте испoльзoваны следующие питательные среды: МПА, МПБ, минимальная синтетическая среда Е8 с добавлением мелассы или глицерина для культивирoвания микроорганизмов, выделенных из подземных нефтепластовых вод разработанной скважины.

Мясoпептoнный агар (МПА) и мясoпептoнный бульон (МПБ) - основные среды для пoддержания жизнедеятельнoсти / хранения, активации, проверки чистоты и пoлучения биoмассы культур микроорганизмов. В работе использовалась гoтoвая питательная среда кoмпании HIMEDIA Lactose Broth.: 20 г/л гoтoвoгo пoрoшка развoдили в дистиллирoваннoй вoде, в гoрячем виде разливались в стеклянные кoлбы и стерилизовали автоклавированием при 121 ºС 15мин. Гoтoвый МПА имеет тoчку плавления 96-100ºС, температура застывания oкoлo 40ºС. Гoрячая среда oхлаждалась дo 45-50 °С, разливалась в стерильные чашки Петри и oставлялась для застывания в течение 15 - 20 мин при 18-25°С.

Синтетическая среда Е8 (минимальный минеральный фoн) для культивирoвания бактерий, г/л: KH2РO4 - 0,7; (NH4)2HРO4 - 1,5; MgSO4 - 0,8; NaСl - 0,5; рН=6,6-6,7; сoли и фoсфаты разбавлялись oтдельнo, среда стерилизовалась автoклавированием при 0,75 атм. 20 мин.

В экспериментах по определению выделения нефтевытесняющих метаболитов микроорганизмами использовалась среда Е8 с добавлением мелассы в количестве 10 % от объема среды. Меласса — кормовая патока, побочный продукт сахарного производства; сиропообразная жидкость тёмно-бурого цвета со специфическим запахом, с содержанием 20–25 % воды, около 9 % азотистых соединений (преимущественно амидов), 58–60 % углеводов и 7–10% золы [21].
При определении нефтеэмульгирующей активности микроорганизмов использовали синтетический глицерин и сырую нефть местoрoждения «Каратон». Синтетический глицерин - многоатомный спирт, хороший растворитель, во всех пропорциях смешивается с водой, является продуктом переработки нефти при производстве биотоплива [22]. Сырая нефть - жидкая природная ископаемая смесь углеводородов широкого физико-химического состава, которая содержит растворённый газ, воду, минеральные соли, механические примеси и служит основным сырьём для производства жидких энергоносителей (бензина, керосина, дизельного топлива, мазута), смазочных масел, битумов и кокса [23].
2.3 Методы исследований 

В работе использовались традиционные микробиологические методы культивирования микроорганизмов в аэро- и анаэробных условиях: поверхностный метод посева на плотные среды, посев в жидкую среду (инокулят составлял 10% oб.), метод определения общего числа микроорганизмов (модификация метода Коха), приготовление микробиологических препаратов [24]; современные – с привлечением генетических методов идентификации микроорганизмов; ряд физико-химических методов: метод Купера (определение эмульгирующей активности), потенциометрический метод.
Методы микроскопии

Морфологию микроорганизмов изучали с помощью бинокулярного микроскопа Микмедво-1 и «Motic BA 300» по общепринятым в лабораторной практике методикам. Препараты готовили по общепринятой методике светлопольной микроскопии [24].
Определение индекса эмульгирования (метод Купера)

Различают два вида эмульгирующей активности. Экзогенная эмульгирующая активность - способность микроорганизмов к образованию экстрацеллюлярных биосурфактантов. Эндогенная эмульгирующая активность - способность микроорганизмов к образованию клеточно-связанных биосурфактантов [25]. Ранее для культур микроорганизмов, выделенных из подземных нефтепластовых вод разработанных месторождений Западноо Казахстана показано наличие эндогенной эмульгирующей активности и отсутствие экзогенной эмульгирующей активности.
Определение эндогенной эмульгирующей активности

Бактериальные культуры выращивали в течении 48-и часов суток в жидкой минимальной среде Е8 с добавлением 2 % об. углеводородного субстрата – глицерина, в качестве единственного источника углерода и энергии. Для оценки эмульгирующей активности культуральную среду не центрифугировали. Далее культуральную среду с бактериальными клетками смешивали с нефть в соотношении 3:2 и интенсивно перемешивали на лабораторном встряхивателе при 250 об/мин в течение 20 мин для получения стабильной эмульсии. После этого пробирки оставляли в вертикальном положении при комнатной температуре. 

Эмульгирующую активность выражали в процентах, рассчитывая ее как величину отношения высоты эмульсионного слоя к общей высоте жидкости в пробирке и выражали в процентах, расчет производился по формуле (1).  

                                    E24 (%) = (Ve/Vn)×100                                    (1)
где Ve – объем эмульсии, Vn – полный объем жидкости, включающий в себя объем водный фазы (суспензия клеток микроорганизмов) с добавлением объема углеводородной фазы - нефти и добавление объема образовавшейся эмульсии (метод Купера). 

Потенциометрический метод определения рН 

Потенциометрический метод основан на измерении электродвижущей силы электродной системы, состоящей из индикаторного электрода и электрода сравнения. Электродом называется система, в которой имеется металл, погруженный в раствор, скачок потенциала на границе между металлом и раствором называется электродным потенциалом. Величина электродного потенциала зависит от природы металла, температуры и активной концентрации ионов определенного вида.

В работе использовался рН-метр C931Р, где для определения рН используется стеклянный электрод - трубка, оканчивающаяся шариком из специального стекла с очень тонкими стенками. Внутри шарика находится буферный раствор с погруженным в него металлическим электродом, стеклянный электрод опускается шариком в испытуемый раствор. Измерение рН среды на приборе pH-метра - позволяет до 0,01 единицы pH определить  водородный показатель среды [26]. 

Образование уксусной и пропионовой кислот определяли с помощью газо-жидкостной хроматорграфии. 
Определение газообразования методом «поплавков»
Поплавок — приспособление, применяемое для определения интенсивности газообразования в жидких средах за единицу времени (при условии стабильности температуры и давления). Стеклянные поплавки (запаянные с одного конца короткие трубочки) используются для определения ферментации углеводов у бактерий. Способность микроорганизмов ферментировать углеводы с образованием кислоты и газа определяется внесением в сосуды со средами стеклянных поплавков, всплывающих после наполнения их газом в процессе ферментации микроорганизмов среды.

Генотипирование культур микроорганизмов на основании анализа нуклеотидной последовательности гена 16S rRNA
Выделение ДНК проводили согласно стандартному протоколу, приведенному в наборе «DNA Purification Kit» (Promega, USA). Суточную культуру бактерии, выращенной на среде СПА, ресуспендировали в 480 мкл 50 мМ EDTA. К суспензии добавляли 60 мкл лизоцима (10 мг/мл). Инкубировали образец при 37°С в течение 30-60 минут. Центрифугировали в течение 2 минут при 13 000-16 000 об/мин и удаляли супернатант. Добавляли 600 мкл раствора Nuclei Lysis Solution. Осторожно пипетировали до тех пор, пока клетки не были ресуспендированы. Инкубировали при 80°С в течение 5 минут для растворения клеток; затем охлаждали до комнатной температуры. Добавляли 3 мкл раствора RNase Solution к клеточному лизату. Пробирку 2-5 раз переворачивали для перемешивания. Инкубировали при 37°С в течение 15-60 минут. Охлаждали образец до комнатной температуры. Добавляли 200 мкл раствора Protein Precipitation Solution к клеточному лизату, обработанному RNase. Энергично встряхивали в течение 20 секунд для перемешивания раствора Protein Precipitation Solution с клеточным лизатом. Инкубировали образец на льду в течение 5 минут. После 30-60 минут держали при температуре минус 4°С. Центрифугировали при 13 000-16 000 оборотов в течение 3 минут. Перемещали супернатант с ДНК в чистую 1,5 мл микроцентрифужную пробирку, содержащую 600 мкл изопропанола комнатной температуры. Осторожно перемешивали посредством переворачивания до тех пор, пока нитевидные цепи ДНК не образовывали видимую массу, ставили на 15-20 минут в морозильник на минус 20°С. Центрифугировали при 13 000-16 000 оборотов в течение 2 минут. Добавляли 600 мкл 70% этанола комнатной температуры и переворачивали пробирку несколько раз с целью смыть ДНК-остаток. Центрифугировали при 13 000-16 000 оборотов в течение 2 минут. Сушили в течение 10-15 минут. Добавляли 100 мкл раствора DNA Rehydration Solution в пробирку и инкубировали при 65°С в течение 1 часа. Хранили ДНК при температуре - 20°С.

Количественный анализ ДНК проводили с использованием NanoDrop ND 2000 спектрофотометра при длине волны 260 нм, а также проводили качественную оценку ДНК электрофоретическим методом в 1% агарозном геле.

Для определения нуклеотидной последовательности гена 16S pРНК использовали универсальные праймеры: прямой 8F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') и обратный 806R (5' GGACTACCAGGGTATCTAAT-3') [27].

Реакцию ПЦР проводили в общем объеме 20 μl. Смесь ПЦР содержала 150нг ДНК, 5U Taq DNA Polymerase, 0,2 мМ каждого dNTPs, 10 x реакционный буфер Taq (ThermoFisher, USA), 2,5 мМ MgCl2, 10 pmol каждого праймера. ПЦР-амплификацию проводили на амплификаторе GeneAmp PCR System 9700 (Bio-Rad, США). Температурный режим ПЦР: стадия 1 – 5 мин. при 95ºС – 1 цикл; стадия 2 – 30 сек. при 95ºС, 40 сек. при 55ºС, 50 сек. при 72ºС – 30 циклов; стадия 3 – 10 мин. при 72ºС – 1 цикл. Для оценки эффективности ПЦР продукты амплификации визуализировали в 1 % -ном агарозном геле, окрашенном этидий бромидом и анализировали с использованием гельдокументирующей системы (BioRad, США). 

Полученный продукт очищали ферментативным методом с 0,5 единиц щелочной фосфатазы (ShrimpAlkaline Phosphatase, Fermentas) и экзонуклеазой (Fermentas) в течении 30 мин при температуре 37°С и последующей инактивации фермента прогреванием в течении 10 мин при 85°С [28].
Реакцию секвенирования проводили с использованием BigDye® v 3.1 и праймеров. Очистку реакционной смеси от не связавшихся компонентов проводили ацетатно-спиртовой смесью.

Разделение фрагментов гена проводили с помощью автоматического генетического анализатора. Полученную нуклеотидную последовательность сопоставляли с нуклеотидными последовательностями международных баз данных – GenBank [29]. 

Построение филогенетических деревьев с использованием программного обеспечением Mega 6 [30], выравнивание нуклеотидных последовательностей проводили, используя алгоритм ClustalW, построение филогенетических деревьев проводили с использованием метода ближайших соседей (Neiighbor-Joining NJ).

2.3 Схемы экспериментов 

Для прoведения скрининга микрooрганизмoв, перспективных для разработки биометодов повышения нефтеотдачи, были изучены способности микроорганизмов нефтепластовых вод к продуцированию кислот, нефтебиосурфактантов и биогаза, опосредованными методами: кислотообразование – определение динамики изменений рН среды при культивировании микроорганизмов, продукция нефтебиосурфактантов – определение нефтеэмульгирующей активности микроба. Для возможности удешевления биотехнологий повышения нефтеотдачи проведено изучение продукции нефтевытесняющих метаболитов – кислот и биогаза при культивировании микроорганизмов на минимальной среде Е8 с добавлением мелассы – отхода пищевой промышленности. На рисунке 1 представлена схема изучения кислото- и газообразования у микроорганизмов при культивировании их на среде с мелассой.
Монокультуры микроорганизмов активирoвались на свежескoшеннoм агаре МПA, затем перенoсились в жидкую среду МПБ и культивирoвались при 40 °С в течение 24-48 часoв (инокулят). Затем клетки микроорганизмов (10 % oб.) инoкулировали в среду Е8 с добавлением мелассы, культивирование проводили в течение 10 суток. Ежесуточно показатели рН ферментируемых сред определялись потенциометрическим методом, газообразование определялось визуально с использованием метода «поплавков». 








Рисунок 1 - Схема определения кислото- и газообразования микроорганизмами на среде с мелассой
Основой нефтеэмульгирующей активности микроорганизмов является продуцирование нефтебиосурфактантов - веществ, способных к диспергированию нефти на мельчайшие дисперсии, в результате чего, нефть становится биодоступной для аэробно-анаэробной биодеструкции. Для определения эндогенной эмульгирующей активности бактериальные культуры выращивались в течение 48 ч в жидкой минеральной среде Е8 с добавлением в качестве единственного источника углерода и энергии – глицерина в количестве 2 % об. Для оценки эмульгирующей активности культуральную среду не центрифугировали. Далее культуральную среду с бактериальными клетками смешивали с нефтью в соотношении 3:2 и интенсивно перемешивали на лабораторном встряхивателе при 250 об/мин в течение 20 мин для получения стабильной эмульсии (метод Купера). После этого пробирки оставляли в вертикальном положении при комнатной температуре, измеряя эмульгирующую активность через 24 (Е24) и через 48 (Е48) часов. 

На рисунке 2 показана, схема определения нефтеэмульгирующей активности микроорганизмов на минимальной среде Е8 с добавлением глицерина.

	Среда Е8+ глицерин (2 %)


Инокулят (10 %) МПБ


Культивирование при  t 40 ± 1ºС, 48 ч.


Бактериальная суспензия

Нефть


Шейкер 250 об/мин 20 мин

Определение эмульгирующей активности


Рисунок 2 - Схема определения нефтеэмульгирующей активности микроорганизмов на синтетической среде Е8 с добавлением глицерина

Эмульгирующую активность выражали в процентах, рассчитывая ее как величину отношения высоты эмульсионного слоя к общей высоте жидкости в пробирке и выражали в процентах, расчет производился по формуле (2):
                                               E24 (%) = (Ve/Vn)×100                                            (2) 
Методы статистической обработки полученных результатов

Полученные результaты обрaбaтывaлись стaтистически. Среднеквaдрaтичное отклонение σ вычислялось по формуле (3):
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где n - число вaриaнтов; [image: image2.wmf]a

-суммa квaдрaтов центрaльных отклонений, вычислявшaяся по формуле (4):
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используемой для случaя отсутствия повторяющихся вaриaнт,  где [image: image4.wmf]n

i – вaриaнтa; М - среднее aрифметическое.

В тaблицaх приведены знaчения средних aрифметических с укaзaнием средней ошибки среднего aрифметического, вычисленного по формуле (5):
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где [image: image6.wmf]s

 - среднеквaдрaтичное отклонение;  n - число вaриaнт. 

Вычисление достоверности отличия покaзaтелей в рaзных группaх опытa проводилось с привлечением коэффициентa Стьюдентa, используемого для рядов с мaлым числом вaриaнт. Коэффициент достоверности, вычисленный по формуле (6):

	[image: image7.wmf](

)

2

2

2

1

2

1

m

m

-

-

=

x

M

M

t

d

,
	(6)


где М1, М2 - средние aрифметические срaвнивaемых групп; [image: image8.wmf]1

m

, [image: image9.wmf]2

m

 - ошибки средних aрифметических, срaвнивaли со знaчением в тaблице процентных точек рaспределения Стьюдентa. Достоверность отличий, вычисленнaя тaким обрaзом, окaзaлaсь нaдежной с уровнем знaчимости до 5 %, что свидетельствует о высокой достоверности [31].

При проведении стaтистических рaсчетов использовaли тaбличный процессор Ехсеl 7. Полученные результаты подвергались вариационно-статистической обработке на компьютере с использованием прикладных программ с помощью Microsoft Excel – 2013 в среде Windows.
3 Результаты исследований и обсуждение

3.1 Отбор микроорганизмов, способных к выделению целевых метаболитов для повышения нефтеотдачи пластов
Основной задачей повышения нефтеотдачи является уменьшение вязкости нефти и увеличение давления в пласте [18; 19]. В биотехнологиях увеличения нефтеотдачи дополнительное вытеснение нефти обусловливают те же механизмы, что и при физико-химических методах, но микробные метаболиты образуются непосредственно в порах пласта, что увеличивает эффективность их воздействия. Микроорганизмы нефтяного пласта обладают большим биотехнологическим потенциалом., т.к. образуют ряд нефтевытесняющих метаболитов – биоПАВ, газы, экзополисахариды, растворители, кислоты, появление которых в пластовой системе связано с аэробно-анаэробной деградацией нефти. Для разработки биологических методов увеличения нефтеотдачи было изучено кислотообразование микроорганизмов на синтетической среде Е8, где в качестве источника углерода в среде использовали мелассу – отход пищевой промышленности. В качестве контроля использовался вариант без внесения микроорганизмов. Эксперимент проводился в течение 10 суток. В таблице 1 представлена динамика изменения рН при культивировании микроорганизмов на синтетической среде Е8 с добавлением мелассы. 

Таблица 1 - Динамика изменения рН среды при культивировании микроорганизмов 
	№
	Культуры
	Период культивирования, сут

	
	
	0 
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	1. 
	К
	7,0±0,3
	6,9±0,3
	6,9±0,3
	6,8±0,3
	6,9±0,3
	6,8±0,3
	6,9±0,3
	7,0±0,3
	6,9±0,3
	7,0±0,3
	6,8±0,3

	2. 
	Т1
	7,0±0,3
	6,8±0,3
	6,7±0,3
	6,7±0,3
	6,4±0,3
	6,1±0,3
	4,9±0,2
	4,7±0,2
	4,5±0,2
	4,3±0,2
	4,2±0,2

	3. 
	Т2
	7,0±0,3
	6,8±0,3
	6,8±0,3
	6,7±0,3
	6,4±0,3
	6,2±0,3
	6,0±0,3
	5,8±0,2
	5,5±0,2
	5,4±0,2
	5,2±0,2

	4. 
	Т3
	7,0±0,3
	6,9±0,3
	6,5±0,3
	6,2±0,3
	5,9±0,2
	5,5±0,2
	5,0±0,2
	4,7±0,2
	4,6±0,2
	4,4±0,2
	4,3±0,2

	5. 
	Т4
	7,0±0,3
	6,8±0,3
	6,7±0,3
	6,7±0,3
	6,5±0,3
	6,1±0,3
	4,9±0,2
	4,6±0,2
	4,4±0,2
	4,3±0,2
	4,2±0,2

	6. 
	Т-5
	7.0±0,3
	7±0.2
	6.3±0.2
	5.2±0.3
	4.7±0.2
	4.7±0.1
	4.6±0.1
	4.5±0.1
	4.4±0.1
	4.4±0.1
	4.2±0.1

	7. 
	Т-6
	7.0±0.1
	7.8±0.1
	6.4±0.1
	5.3±0.1
	4.6±0.1
	4.5±0.1
	4.5±0.1
	4.5±0.1
	4.4±0.1
	4.4±0.1
	4.2±0.1

	8. 
	D-1
	7.0±0.1
	7.1±0.1
	6.4±0.1
	5.7±0.1
	4.5±0.1
	4.5±0.1
	4.4±0.1
	4.4±0.1
	4.3±0.1
	4.3±0.1
	4.1±0.1

	9. 
	D-2
	7,0±0.1
	6.9±0.2
	6.7±0.2
	5.8±0.2
	4.7±0.2
	4.7±0.1
	4.6±0.1
	4.6±0.1
	4.5±0.1
	4.4±0.1
	4.5±0.2

	10. 
	D3
	7,0±0,3
	6,9±0,3
	7,0±0,3
	6,8±0,3
	5,5±0,3
	4,8±0,2
	4,7±0,2
	4,9±0,2
	4,8±0,2
	4,6±0,2
	4,1±0,2

	11. 
	D4
	7,0±0,3
	7,0±0,3
	6,7±0,3
	5,3±0,3
	5,3±0,3
	4,8±0,2
	4,7±0,2
	5,2±0,3
	5,0±0,2
	4,7±0,2
	4,6±0,2

	12. 
	D5
	7,0±0,3
	7,0±0,3
	7,2±0,4
	6,1±0,3
	5,9±0,3
	5,3±0,3
	5,2±0,3
	4,6±0,2
	4,6±0,2
	4,6±0,2
	4,6±0,2

	13. 
	D6
	7,0±0,3
	7,0±0,3
	6,8±0,3
	5,8±0,3
	5,5±0,3
	5,4±0,3
	5,3±0,3
	5,0±0,2
	4,8±0,2
	4,8±0,2
	4,7±0,2

	14. 
	D7
	7,0±0,3
	7,0±0,3
	7,3±0,4
	7,2±0,4
	7,1±0,4
	6,1±0,3
	5,9±0,3
	5,8±0,3
	5,5±0,3
	5,2±0,3
	5,5±0,3

	15. 
	D8
	7,0±0,3
	6,9±0,3
	6,9±0,3
	6,4±0,3
	5,9±0,3
	5,5±0,3
	5,4±0,3
	5,2±0,3
	5,2±0,3
	4,7±0,2
	4,6±0,2

	16. 
	D9
	7,0±0,3
	7,0±0,3
	6,7±0,3
	6,4±0,3
	6,3±0,3
	5,3±0,3
	5,2±0,3
	4,8±0,2
	4,8±0,2
	4,7±0,2
	4,6±0,2


Известно, что понижение рН среды при культивировании микроорганизмов, обусловлено продукцией органических кислот, образующихся в процессе их жизнедеятельности. Как видно из табличных данных, максимальное понижение рН среды с исходного 7,0 ед. до 4,1- 4,3 ед. наблюдаются для 7 культур (Т1, Т3, Т4, Т5, Т6, D1, D3). К умеренным кислотообразователям были отнесены следующие 6 культур (D2, D4, D5, D6, D8, D9), так рН среды снижается до 4,5-4,7 ед. и слабыми продуцентами органических кислот являются 2 культуры – Т2 и D7, так как к концу эксперимента, понижение рН среды для них составило 5,2 и 5,5 ед., соответственно.
Микроорганизмы, продуцирующие молочную кислоту, а также вызывающие спиртовое брожение, в ходе эволюции приспособились к анаэробному образу жизни. Уксусная и лимонная кислоты в свою очередь образуются в аэробных условиях. По-видимому, кислоты играют определенную роль в борьбе с конкурирующей микрофлорой, а также являются резервными источниками углерода. 
На рисунке 3 представлена фотография 3-ех суточной ферментации аэробными микроорганизмами нефтепластовых вод минимальной синтетической среды с добавлением мелассы для определения динамики изменения рН среды
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Рисунок 3 – Ферментация аэробными микроорганизмами нефтепластовых вод минимальной синтетической среды с добавлением мелассы на 3-и сутки для определения динамики изменения рН среды
Известно, что в ответ на присутствие углеводородов нефти в среде культивирования некоторые микроорганизмы синтезируют поверхностно-активные вещества, способные воздействовать на процессы вытеснения нефти путем образования мельчайших нефтеэмульсии, что способствует диспергированию нефти, увеличивая биодоступность углеводородов нефти для микроорганизмов. Определение эмульгирующей активности является важной характеристикой штаммов микроорганизмов как продуцентов ПАВ. По способности к образованию экстрацеллюлярных и клеточно-связанных биосурфактантов выделяют эндо- и экзогенную эмульгирующие активности микроорганизмов. Экзогенная эмульгирующая активность - способность микроорганизмов к образованию экстрацеллюлярных биосурфактантов. Эндогенная эмульгирующая активность - способность микроорганизмов к образованию клеточно-связанных биосурфактантов. Ранее в наших исследованиях показано, что 37 культур микроорганизмов, выделенные из подземных экосистем, в частности, нефтепластовых вод месторождений ЗападногоКазахстана обладают эндогенной эмульгирующей активностью, т.е. способностью микроорганизмов к образованию клеточно-связанных биосурфактантов. В связи с чем, для исследуемых культур микроорганизмов была определена эндогенная нефтеэмульгирующая активность.
Был проведен поиск микроорганизмов-продуцентов биоэмульгаторов нефти среди 15-и аборигенных культур микроорганизмов, в качестве контроля служил вариант без внесения микроорганизмов. В таблице 2 представлены результаты изучения нефтеэмульгирующей активности двухсуточных культур микроорганизмов нефтепластовых вод.
Как видно, среди 15-и культур микроорганизмов максимальная нефтеэмульгирующая активность выявлена у 7-и культур Т5, D1, D2, D3, D7, D8 и D9, так, эмульгирующая активность составила 50,4-59 %. Умеренное нефтеэмульгирование наблюдается у 3-ех культур (Т6, D1, D4) и этот показатель находится в пределах 38-41,6%. Относительно слабая нефтеэмульгирующая активность (10-29 %) выявлена у 6-и культур микроорганизмов (Т1, Т2, Т3, Т4, D5, D6).

Таблица 2 - Нефтеэмульгирующая активность микроорганизмов
	№
	Культуры
	Эмульгирующая активность, Е, %

	1. 
	Контроль
	0

	2. 
	Т1
	10 ±0,5

	3. 
	Т2
	15,6±0,7

	4. 
	Т3
	10±0,5

	5. 
	Т4
	12±0,6

	6. 
	Т-5
	59±2,6

	7. 
	Т-6
	38±1,4

	8. 
	D-1
	63±2,0

	9. 
	D-2
	65±3,1

	10. 
	D3
	53,8±2,6

	11. 
	D4
	41,6±2,0

	12. 
	D5
	21,5±1,0

	13. 
	D6
	28,8±1,4

	14. 
	D7
	52,5±2,6

	15. 
	D8
	51,8±2,1

	16. 
	D9
	50,4±2,2


На рисунках 4, 5 представлены фотографии визуального различия способностей к образованию диспергированного слоя эмульсии «нефть-суспензия» аборигенных микроорганизмов. Как видно на рисунке 4, в системе «нефть-суспензия» при умеренной НЭА (нефтеэмульгирующая активность) нижний слой нефти становится более рыхлым чем при низкой НЭА микроорганиизмо. Четкое образование нефтедисперсий относительно контроля наблюдается на рисунке 5.
	[image: image11.jpg]



	
	[image: image12.jpg]




	Низкая нефтеэмульгирующая активность (Т3)
	
	Умеренная нефтеэмульгирующая активность (D1)


Рисунок 4 – Различная нефтеэмульгирующая активность микроорганизмов
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	          НЭА не выявлена (Контроль)
	Высокая нефтеэмульгирующая   активность (Т5)


Рисунок 5 - Нефтеэмульгирующая активность микроорганизмов
Для повышения нефтеотдачи выработанных нефтепластов необходимо увеличение давления в пласте, т.к. при отборе более 25-35 % запасов из пласта уменьшается давление в нефтепласте, следовательно, при разработке биотехнологий увеличения нефтеотдачи свойство газообразования является значимым признаком для отбора перспективных кандидатов-культур микроорганизмов.

Скрининг микроорганизмов по выявлению способности к газообразованию проводили на минимальной синтетической среде Е8 с добавлением 10% об. мелассы. Эксперимент проводился в течение 10 суток. В таблице 3 представлены результаты газообразования микроорганизмов на синтетической среде с мелассой.
Таблица 3 - Динамика газообразования при культивировании микроорганизмов на синтетической среде с добавлением мелассы

	№
	Культуры
	Период культивирования, сут

	
	
	0
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	1. 
	К
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	2. 
	Т1
	-
	+
	+
	++
	+++
	++++
	++++
	++++
	++++
	++++
	++++

	3. 
	Т2
	-
	+
	+
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	++

	4. 
	Т3
	-
	+
	+
	++
	+++
	++++
	++++
	++++
	++++
	++++
	++++

	5. 
	Т4
	-
	+
	++
	+++
	+++
	++++
	++++
	++++
	++++
	++++
	++++

	6. 
	Т-5
	-
	+
	++
	++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++

	7. 
	Т-6
	-
	+
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	++

	8. 
	D-1
	-
	+
	+
	++
	+++
	+++
	++++
	++++
	++++
	++++
	++++

	9. 
	D-2
	-
	+
	+
	++
	++
	++
	+++
	+++
	++++
	++++
	++++

	10. 
	D3
	-
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++

	11. 
	D4
	-
	++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++

	12. 
	D5
	-
	++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++

	13. 
	D6
	-
	++++
	++++
	++++
	++++
	++++
	++++
	++++
	++++
	++++
	++++

	14. 
	D7
	-
	++
	++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++

	15. 
	D8
	-
	++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	++++
	++++

	16. 
	D9
	-
	+++
	++++
	++++
	++++
	++++
	++++
	++++
	++++
	++++
	++++

	Примечание:   К-контроль;   + слабое;    ++ умеренное;      +++ активное;  ++++обильное


Как видно, на данной среде при культивировании всех 15-и микроорганизмов наблюдается динамичный процесс газообразования, так, для 8-и культур зафиксировано обильное газообразование, сопровождающееся не только наполнением «поплавков» газами, но и их «выбиванием» из среды, вследствие обильного газообразования культурами – Т1, Т3, Т4, D1, D2, D6, D8, D9 (Рисунок 6 а). Активное газообразование наблюдается при культивировании 5-и культур – Т5, D3, D4, D5, D7 (Рисунок 6 б) и у двух культур Т2 и Т6 наблюдается умеренное газообразование (Рисунок 6 в), слабых газообразователей среди исследованных 15-и культур не выявлено.
На рисунке 6 представлены, фотографии газообразования микроорганизмов на синтетической среде с мелассой при использовании «поплавков».
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Рисунок 6 – Способность к газообразованию микроорганизмов нефтепластовых водна минимальной среде Е8 с мелассой: а) обильное, б) активное, в) умеренное
Анализ результатов определения способности к продуцированию целевых метаболитов 15-и культур микроорганизмов на минимальной среде с добавлением отходов производства - мелассы, представлен в таблице 4. 
Таблица 4 – Анализ целевых свойств микроорганизмов, способных к продуцированию нефтевытесняющих метаболитов перспективных для методов повышения нефтеотдачи пластов.
	№
	Культуры
	рН среды к концу эксперимента, ед.
	Содержание органических кислот на 10-е сутки, мг/дм3
	Нефтеэмульгирующая активность
	Газообразование

	
	
	
	Уксусная кислота
	Пропионовая кислота
	
	

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	1. 
	Т1

	4,2
	3,326
	1,108
	10 ±0,5
	обильное

	2. 
	Т2
	5,2
	0,419
	0,061
	15,6±0,7
	умеренное

	3. 
	Т3
	4,3
	3,245
	0,298
	10±0,5
	обильное

	4. 
	Т4
	4,2
	3,927
	0,326
	12±0,6
	обильное

	5. 
	Т-5
	4,34
	3,301
	0,278
	59±2,6
	активное

	6. 
	Т-6
	4,32
	3,185
	0,821
	38±1,4
	умеренное


Продолжение таблицы 4
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	7.
	D-1
	4,24
	3,653
	0,527
	63±2,0
	обильное

	8.
	D-2
	4,38
	2,472
	0,314
	65±3,1
	обильное

	9.
	D3
	4,1±0,2
	3,222
	0,250
	53,8±2,6
	активное

	10.
	D4
	4,6±0,2
	2,103
	0,256
	41,6±2,0
	активное

	11.
	D5
	4,6±0,2
	2,112
	0,521
	21,5±1,0
	активное

	12.
	D6
	4,7±0,2
	2,020
	0,202
	28,8±1,4
	обильное

	13.
	D7
	5,5±0,2
	0,356
	0,782
	52,5±2,6
	активное

	14.
	D8
	4,6±0,3
	2,892
	0,312
	51,8±2,1
	обильное

	15.
	D9
	4,6±0,2
	2,981
	2,782
	50,4±2,2
	обильное


Как видно, из исследованных 15 культур микроорганизмов, выявлено 7 активных кислотообразователей (Т1, Т3, Т4, Т5, Т6, D1 и D3), определены 7 активных продуцентов нефтебиосурфактантов (Т5, D1, D2, D3, D7, D8, D9) и 7 культур (Т1, Т3, Т4, D1, D2, D8, D9), обладающих способностью обильному газообразованию на минимальной среде с добавлением мелассы. В результате скрининга 15-ти культур микроорганизмов, выделенных из подземных разработанных нефтепластовых вод по совпадению минимум двух способностей к максимальному выделению целевых метаболитов (органических кислот, нефтебиосурфактантов или биогаза) для разработки микробиологических методов повышения нефтеотдачи пластов отобраны следующие 8 культур микроорганизмов – Т1, Т3, Т4, Т5, D1, D3, D8 и D9.
3.2 Генетическая идентификация микроорганизмов
Идентификация 15 штаммов была осуществлена методом определения прямой нуклеотидной последовательности фрагмента 16S rRNA гена, с последующим определением нуклеотидной идентичности с последовательностями депонированными в международной базе данных Gene Bank.

В таблице 5 указана концентрация ДНК 13 исследуемых изолятов.
Таблица 5 - Концентрация ДНК

	№
	Наименование
	Концентрация, ng/µl
	260/280

	1
	2
	3
	4

	1
	Т1
	223,3
	1,81

	2
	Т2
	1031,8
	1,97

	3
	Т3
	508
	1,97

	4
	Т4
	134,1
	1,86

	5
	Т5
	365,3
	1,85

	6
	Т6
	182,5
	1,85

	7
	D1
	621,6
	1,94

	8
	D2
	1067,1
	2


Продолжение таблицы 5

	1
	2
	3
	4

	9
	D3
	376,3
	1,94

	10
	D4
	295,6
	1,94

	11
	D5
	863,2
	1,91

	12
	D6
	237,6
	1,88

	13
	D7
	124,6
	1,87

	14
	D8
	300,1
	1,83

	15
	D9
	236
	1,97


Как видно из таблицы 5, у всех образцов при выделении константировали высокую концентрацию ДНК, значение 260/280 варьирует от 1.81 – 2. В связи с этим образцы были разведены до 100 ng/ul, используя буффер ТЕ (1x). 
Амплификация фрагмента 16S rRNA гена

Реакция ПЦР была выполнена с помощью универсальных праймеров 8f 5’ – AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3 и 806R- 5’ GGACTACCAGGGTATCTAAT в общем объеме 20 мкл. Результаты ПЦР амплификации приведены на рисунке 7.  
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Рисунок 7 - Электрофорерограмма ПЦР- продуктов амплификации фрагмента 16S rRNA гена ДНК образцов с 1 по13

Обозначения: (М) маркер молекулярного веса (Fermentas) (100 – 10000 п.н., от 100-1000 шаг 100 п.н.), 1-13образцы, К – отрицательный контроль

Очистку ПЦР продуктов от несвязавшихся праймеров проводили, ферментативным методом.

Реакцию секвенирования проводили с применением BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applide Biosystems) согласно инструкции производителя, с последующим разделением фрагментов на автоматическом генетическом анализаторе 3730xl DNA Analyzer (Applide Biosystems).

Для построения филогенетических деревьев для бактерий использовали программное обеспечение -  Mega 6 [30], а также сайт bacterio.net (List of prokaryotic names with standing in nomenclature). Использовали алгоритм Muscle для выравнивания нуклеотидных последовательностей,  построение древ проводили с использованием  метода присоединения ближайших соседей (Neiighbor-Joining NJ). Результаты приведены в таблице 6.

Таблица 6 - Результаты идентификации методом анализа нуклеотидной последовательности гена 16S rRNA с использованием BLAST http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
	Наименование
	Нуклеотидная последовательность фрагмента 16S RNAгена
	Референц
	Процент идентичности

	1
	2
	3
	4

	Т1
	GCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGATGAAGGGAGCTTGCTCCTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTCCGGAAACGGGCGCTAATACCGCATACGTCCTGAGGGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCG
	Pseudomonas aeruginosa
	100

	Т2
	GCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGATGAAGGGAGCTTGCTCCTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTCCGGAAACGGGCGCTAATACCGCATACGTCCTGAGGGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGG
	Pseudomonas aeruginosa
	100

	Т3
	CGCACCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTCTACCGTACTCTAGCTCAGTAGTTTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCAACTTGCTGAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGAAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTTGGTAACGTCAAAACAGCAAGGTATTAACTTACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGACTGATCATCCTCTCAGACCAGTTACGGATCGTCGCCTTGGTAGGCCTTTACCCCACCAACTAGCTAATCCGACCTAGGCTCATCTGATAGCGTGAGGTCCGAAGATCCCCCACTTTCTCCCTCAGGACGTATGCGGTATTAGCGCCCGTTTCCGGACGTTATCCCCCACTACCAGGCAGATTCCTAGGCATTACTCACCCGTCCGCCGCTGAATCCAGGAGCAAGCTCCCTTCATCCGCTCGACTTGCAT
	Pseudomonas aeruginosa
	100


Продолжение таблицы 6
	1
	2
	3
	4

	Т4
	AGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGATGAAGGGAGCTTGCTCCTGG

ATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGT

GGGGGATAACGTCCGGAAACGGGCGCTAATACCGCATACGTCCTGAG

GGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAG

GTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATC

CGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACG

GTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGG

CGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGA

TTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTT

GCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCA

GCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGG

GCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCC

GGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTGAGCTAGAGT
	Pseudomonas aeruginosa
	100

	Т5
	AGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGATGAAGGGAGCTTGCTCCTGG

ATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGT

GGGGGATAACGTCCGGAAACGGGCGCTAATACCGCATACGTCCTGAG

GGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAG

GTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATC

CGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACG

GTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGG

CGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGAT

TGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGC

TGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGC

AGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCG

TAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGC

TCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGA

GGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAA

GGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGA

GGTG
	Pseudomonas aeruginosa
	100

	Т6
	CTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGATGAAGGGAGCTT

GCTCCTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCC

TGGTAGTGGGGGATAACGTCCGGAAACGGGCGCTAATACCGCATACGT

CCTGAGGGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAG

CCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGAC

GATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGAC

ACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATG

GGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGG

ATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTT

GCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCA

GCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGG

GCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCC

GGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTGAGCTAGAGTACGG

TAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAG

GAAGGAACACCAGTGGCGA
	Pseudomonas aeruginosa
	100

	D1
	GCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGATGAAGGGAGCTTGCTC

CTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGT

AGTGGGGGATAACGTCCGGAAACGGGCGCTAATACCGCATACGTCCTG

AGGGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTA

GGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATC

CGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGG

TCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCG

AAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTG

TAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTG

TTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGC

CGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAA

AGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAA

CCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGG

TGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACC

AGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAA
	Pseudomonas aeruginosa
	100

	D2
	GGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGATGAAGGGAGCTTGCTCCTGGATT

CAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGG

ATAACGTCCGGAAACGGGCGCTAATACCGCATACGTCCTGAGGGAGAAA

GTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAG

CTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTG

AGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGG

GAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCA

TGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGA

GGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATA

AGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAG

CGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGT

TGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTG

AGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAAT

GCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACT

GATACTGACACTGA
	Pseudomonas aeruginosa
	100


Продолжение таблицы 6
	1
	2
	3
	4

	D3
	GTGGAGTCCGCCGTGTCACTTTCGCTTTGGCAGCAGTGTCTTGCCCGA
TTGCAGGATGAGTTACCAGCCACAGAATTCAGTATGTGGATCCGCCCG
TTGCAGGCGGAACTGAGCGATAACACGCTGGCTTTGTATGCGCCAAAC
CGTTTTGTGCTCGATTGGGTAAGGGACAAGTACCTTAATAACATCAAC
GGACTGCTGAATGATTTCTGCGGGTCAGTAGCCCCGCAGCTGCGCTTT
GAAGTAGGCACAAAGCCGGTTACCCAGACGGTGCGCGAAACCGTAAA
CGTGGCAGCGCCTGCTCAGGCGGCACCCCGCCGGCTCCTCGCGTTGCT
CCTGCTGCACGTCCGGGTTGGGATAATGTGCCTGCCCCGGCAGAACCG
ACCTACCGCTCTAACGTTAACGTCAAACACACCTTCGATAACTTCGTG
GAAGGTAAATCGAACCAGCTGGCACGCGCGGCGGCTCGCCAG
	Enterobacter sp.
	100

	D4
	GGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGATGAAGGGAGCTTGCTCCT
GGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAG
TGGGGGATAACGTCCGGAAACGGGCGCTAATACCGCATACGTCCTGAG
GGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGG
TCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCG
TAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTC
CAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAA
AGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAA
AGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTT
GACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGC
GCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCT
GGGAACTGCATCCAAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTG
GAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCA
GTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGA
	Pseudomonas aeruginosa
	100

	D5
	CGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGATGAAGGGAGCTTGCT
CCTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCT
GGTAGTGGGGGATAACGTCCGGAAACGGGCGCTAATACCGCATACG
TCCTGAGGGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGAT
GAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAG
GCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAA
CTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATAT
TGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAG
AAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGT
AAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGG
CTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTA
ATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTG
GATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACT
GAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCT
GGACTGATACTGACACTGAGGTG
	Pseudomonas aeruginosa
	100

	D6
	GGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGATGAAGGGAGCTT
GCTCCTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTG
CCTGGTAGTGGGGGATAACGTCCGGAAACGGGCGCTAATACCGCA
TACGTCCTGAGGGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATC
AGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTAC
CAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACT
GGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGA
ATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGT
GAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGG
CAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCA
CCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGC
GTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCA
AGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAA
ACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCG
ACCACCTG-GACTGATACTGACACT
	Pseudomonas aeruginosa
	100

	D7
	GCACCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACT
GGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAA
TTCCACCACCCTCTACCGTACTCTAGCTCAGTAGTTTTGGATGCA
GTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCAACTTGCTGAAC
CACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGC
ACCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGAAGTTAGCCGGTGC
TTATTCTGTTGGTAACGTCAAAACAGCAAGGTATTAACTTACTG
CCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGACCTTCTT
CACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCGCCCATTGTCCAAT
ATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGT
TCCAGTGTGACTGATCATCCTCTCAGACCAGTTACGGATCGTCGC
CTTGGTAGGCCTTTACCCCACCAACTAGCTAATCCGACCTAGGCT
CATCTGATAGCGTGAGGTCCGAAGATCCCCCACTTTCTCCCTCAG
GACGTATGCGGTATTAGCGCCCGTTTCCGGACGTTATCCCCCACT
ACCAGGCAGATTCCTAGGCATTACTCACCCGTCCGCCGCTGAAT
CCAGGAGCAAGCTCCCTTCATCCGCTCGAC
	Pseudomonas aeruginosa
	100


Продолжение таблицы 6
	1
	2
	3
	4

	D8
	GGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGG

CGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACT

GAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCC

GCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAG

GTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCGAGA

GTAACTGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAA

CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCG

GAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATG

TGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAA

CTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGT
	Bacillus sp
	100

	D9
	TATAAATTGATAATTTACAGTGCGTTATCTGTTCAGTGCACTGTCGAT

AACCTGTCCCGTCCCCGGCCGTTTCATTGAATAACGCGAATTGTCCAA

TCCCTCCCGATACACTATCTCACACAACATGCTCGACACTGCCTGGAA

GCAAATACTCTTCTCGCTCGAAAAGAGCCTCAACCCTGGTCTCTTCAC

TGTCTGGATCAGACCCCTGCAAGGTCGCGTGGACGGTAACCGCCTGA

CCCTGACCGCGCCCAACGAGTTCGTGGCCAACTGGGTCCGCGACCGT

CTGCTCCAGGTAATCCGCGAGTCCGCCGCCGAAGTCCTCGGCGCGGA

GCCCCGCATCACCATCAACATCGG
	Desulfovibrio desulfricans
	100


Принимая во внимание литературные данные [27-29] свидетельствующие о наличии в международных банках нуклеотидных последовательностей GeneBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), Ribosomal Database Project (RDP-II) (http://rdp.cme.msu.edu/html/), ошибок, мы дополнительно проводили построение филогенетических деревьев с  нуклеотидными последовательностями 16S rRNA гена референтных штаммов данных видов. В анализ были включены нуклеотидные последовательности 16S rRNA гена, филогенетически наиболее связанных микроорганизмов.

Для построения филогенетических деревьев использовали программное обеспечение – Mega 6 [30].  Использовали алгоритм ClustalW для выравнивания нуклеотидных последовательностей, построение древ проводили с использованием метода присоединения ближайших соседей (Neiighbor-JoiningNJ).

На рисунке 8 приведено филогенетическое дерево, построенное на основании анализа нуклеотидных последовательностей 16S rRNA гена от штаммов, у которых при идентификации в BLAST максимальная идентичность была к Pseudomonas aeruginosa. 
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Рисунок 8 – Филогенетическое дерево построенное на основании анализа нуклеотидной последовательности 16S rRNA гена, группы  Pseudomonas aeruginosa

На рисунке 8 видно, что нуклеотидные последовательности от образцов T1, T2, T3, T4, T5, T6, D1, D2, D4, D5, D6  и D7 расположены на одной ветви с представителями Pseudomonas aeruginosa. Учитывая максимальный процент совпадения анализируемых последовательностей в международной базе данных по алгоритму BLAST, а также результатов филогенетического анализа установлено, что данные образцы относятся к Pseudomonas aeruginosa.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
По результатам проведенных исследований сделаны следующие выводы:
1. В результате скрининга 15-ти культур микроорганизмов по способности к активному выделению нефтевытесняющих метаболитов (биосурфактанты, кислоты и газы) по совпадению минимум двух способностей к максимальному выделению целевых метаболитов отобраны следующие 8 культур микроорганизмов – Т1, Т3, Т4, Т5, D1, D3, D8 и D9, как перспективные микроорганизмы-кандидаты для разработки биометодов повышения нефтеотдачи пластов.
1.1 Выявлены 7 культур микроорганизмов (Т1, Т3, Т4, Т5, Т6, D1, D3), выделенных из подземных нефтепластовых вод разработанного месторождения Западного Казахстана, способных к активному подкислению минимальной среды с добавлением мелассы, так, показатели рН сред с исходного 7,0 ед. в течении 10 суток снизились до 4,1- 4,3 ед, по химическому анализу выделение уксусной кислоты достигла до 3,927 мг/дм3.
1.2 Установлено, что среди исследованных 15-и культур микроорганизмов, максимальная нефтеэмульгирующая активность выявлена у 7-и культур - Т5, D1, D2, D3, D7, D8 и D9, так, эмульгирующая активность в отношении нефти составила 50,4-59 %.
1.3 Показано, что при культивировании всех 15-и микроорганизмов на минимальной среде с мелассой наблюдается активный процесс газообразования, так, для 8-и культур зафиксировано обильное газообразование, сопровождающееся не только наполнением «поплавков» газами, но и «выбиванием» их из среды, вследствие обильного газообразования культурами – Т1, Т3, Т4, D1, D2, D6, D8, D9.
2. Проведена идентификация 15 культур микроорганизмов на основании анализа нуклеотидной последовательности 16S rRNA: 
штаммы T1, T2, T3, T4, T5, T6, D1, D2, D4, D5, D6 и D7 – отнесены к типовому штамму Pseudomonas aeruginosa, штамм D3 – отнесен к р. Enterobacter, штамм D8 – отнесен к р. Bacillus, штамм D9- отнесен к р. Desulfovibrio. 
Пoставленные задачи этапа исследoвания выпoлнены пoлнoстью. В 2019-2020 г.г. планируются создание ассоциации этих микроорганизмов и составление технологической схемы проведения повышения нефтеотдачи пластов с помощью ассоциации микроорганизмов в модельных экспериментах. На данные этапы будут подключены возможности зарубежной лаборатории (Отдел микробиологии Белостокского университета, Польша).
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ПРИЛОЖЕНИЕ А
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ПРИЛОЖЕНИЕ Б
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TEXHUYECKAS CIELU®UKALIHS 1
KAJEHJAPHBIN ILUIAH PABOT

Tlo morosopy Ne 763 oT 7. e, 2018 roma

1, ATTI HA ITXB «HAYYHO-UCCJIEJIOBATEJILCKIMI UHCTUTYT ITPOBJIEM
DKOJIOTUM» PITT HA ITXB «KA3HY HM. AJIb-@APABM» MOH PK

1.1 Ilo mpropurtety: 1. ParioRaibHOe HCIOME30BaHNe IPUPOIHBIX, B TOM HHCIIE BOAHBIX
PeCyYpPCoB, Teonorus, mepepaboTKa, HOBBIE MaTephaibl H TCXHOJNOTHH, Ge30macHble H3Teus
KOHCTPYKIHH

1.2 IIo moanpuoputery: 1.6 MOHUTOPUHT OGBEKTOB OKPY/KAIOMEH CpeAbl B «3C/ICHEIS)
TEXHOJOTHH, dJyHﬂBMeHTaJ'[BHEIe HCCIICN0BAHUS

1.3 Tlo teme mpoexra: Ne AP05134203 «Co3janue TeXHOJOTHYECKOH CXEMEI IIPOBEACHHS
TOBBIIECHYS HeQTEOTNAYH IITACTOB MHKPOOHOTOTHYECKAM METOZOMY

1.4 OBmas cymma ipoexta 27 663 365 (d6adyams cemb MUNIUOHOB ULECTHBECOM UeCmbOeCcsn
nAnis MBLCAY NSMBLCOM ULLCMbOCCAM nAMb) TEHre, B TOM 4Hcie ¢ pasOHBKOM IO rojaM, Ui
BBIIOJIHEHHS paboT COTJIACHO IYHKTY 3:

- 5a 2018 rox - B cymme 9 160 783 (Oegamb MULIUOHOE CINO WECTLOCCAN MBICAY CeMbCOM
GOCeMbORCAm MPU) TEHTE;

- 1a 2019 rox - B cymme 9 243 230 (0essimb MuiiUOHOE O8eCU COPOK Mpu MbiCaY 06ecmu
mpuoYyams) TEHTE;

- a 2020 roj - B cymme 9 261 552 (Oe6smo MUNNUOHO08 06eCcmu WecmbOecam 0OHa myiCAYa
mAMLCOm naAmsOecam 06¢) TEHTe.

2. Xapaxmepucmuka nayuHo-mexHuieckoli RpoOyKyUL no KeaAuQUKAUUORHOIM
NPUBHAKAM U IKOHOMUNECKUE NOKA3amenu

2.1 Hanpassenne paGoTsr: OyHIaMEHTANBHBIC NCCICAOBAHNS B 061aCTH MAKPOGHOIOTHE

2.2 O6uiactb mprMeHeHus: [IpupoAONOIb30BaHUE i OXpaHa OKPYKArOICH cpe/ibl

2.3 KoneuHslif pe3yapTaT:

- 3a 2018 roxm: ITpoBeneH CKPHHHHI MHKPOOPTaHM3MOB, CHOCOOHBIX K BBIACICHHIO
MeTabo/HTOB, HeOGXOAMMBIX [/Is IOBBIEH A He(TeoTnaun m1acToB. ITporeaeHa naeHTHHKalms

OTOGPAHHEIX Ky/ILTYP MHKpoOpranusmos. [IposeneH 0T6op MHMKpOOPraHH3MOB, CHOCOGHBIX K
BBUICNEHMIO LENEBbIX METaboNMTOB /Ui HOBhUNCHMS HedTeornadsm miactoB. IIposexena
HASHTH(UKAIHS OTOOPAHHBIX KYJIBTYP MHKDOOPTAHU3MOB.

- 3a 2019 rom: Cosmana accoupanys HAa OCHOBAHHH KOMOHHApPOBAaHMS CBOMCTB
MHKPOOPraHH3MOB U 1oA0Opa MUTATENBHOU cpeisl. M3ydeHa aHTATOHHCTHYCCKOH aKTHBHOCTH
MEKPOOPIaHH3MOB B acconyanuy. Uaydens! neneskie aKTHBHOCTH aCCOIMALIN MUKPOOPraHH3MOB
u mojyueHue GHOMACCE! aCCONMAIMM C NPUMEHEHMEM PA3NHMYHBIX IATATETBHBIX cpef. Bymer
omy6iukoBaga 1 (04Ha) CTATHS B PENEH3UPYEMOM 3apyGeKHOM HAYIHOM M3JAHHH C HEHYTERBIM
HMIAKT-()aKTOPOM.

- 3a 2020 roz: CocraplieHa TEXHONIOTHYECKAs CXeMa IPOBEICHHSI OBRIIERHS HedTeoTHAuN
TJI4CTOB € MOMOIIBIO ACCOUMAIKH MHKPOOPTaHH3MOB B MOJIETBHBIX JKCHepuMenTax. [Iposenen
noAGOp THTATENLHLIX BEIIECTB (OTXO/AOB NPOMBLILLICHHOCTH) I BHECEHHS B IUIACT ¢

MuKpooprasusmami. Co3ziana TeXHONOTHYECKAS CXeMA TPOBEJEHUS! [OBBIICHHS HedTeoT A




[image: image21.jpg]!

MIacToB ¢ MOMOIBIO ACCONMAIH MHKPOOPraHu3MOB, BynyT omyGnmkoBaHsl 2 (nBe) CTaTbi B
PELCH3HPYEMOM 3apyGeIKHOM HAYSHOM H3JIaHAN C HEHYJIEBLIM HMIAKT-(PaKTopoM, a Takxke 2 (ase)
nybIuKamEH B OKypHAnax, pekomengosamnerx KKCOH MOH PK. Byzer omy6Gmmkosana
MOHOrpausi B KA3aXCTAHCKOM H3JaTeLCTBE.
2.4 [TaTeHTOCTIOCOBHOCTD: Pe3y ibTars! HCCHEOBAHMIA NATEHTOCIIOCOOHEI.
2.5 Hayuso-TeXHUHeCKyit ypoBeHs (HoBn3Ha): Bricokuit.
2.6 Vcnons3oBanye HAYYHO-TEXHHUECKOH MPOJYKIMM OCYIIECTBIIETCS: 3aKA3YMKOM H
VcnonHATEIeM COBMECTHO.
2.7 Buj WCHONB3OBAHUS pe3yNbTATOB HAYYHOM M (WIM) HAYYHO-TEXHHMUECKOH
IeSITEBHOCTH: TyOMHKal|H, OTYETEL.

3. Haumernoganue pabom, CpoKu ux peanu3ayuy u pesyavmanbst

Ulugp | Hamverosamne paGor mo CpoK BBITIONHERHS OKANAEMBIH Pe3yITETaT
3ajanus, | JIOrOBOpPY ¥ OCHOBHEIG
oTama | STAmBI ero BHIIOIHCHHS Hagalo OKOHHAHWC
CKpuHART Bymer IIpOBEJCH CKPHHAHT
MHKPOOPTaHH3MOB, MHKPOOPTaHH3MOB,
CIHOCOOHEIX K BBIIENECHUIO CIOCOGHBIX K BBUICTICHHIO
MeTabOoIHTOB, MeTaboIuTOB, HEOOXOAUMBIX
1 Heoﬁxon‘m\m;c st Slmape Ho 1 nosGps s TOBBITIEHHS
TIOBBILGHAsS HeBTEOT A M 2038 pmg | 2018 roxa HeTe0TAAYH IIACTOB. Byner
niacTos, MpentrduKanus npoBeAeHa HICHTH(QUKAIHS
0TOGPaHHBIX KyNIbTYp 0TOOpaHHBIX KyIBTYp
e MHKDOOPTaHU3MOB. MHKDOOPTAHA3MOB.
Byaer mposelieH  0T6op
O160p MHKPOOPTraHH3MOB, MUKPOODTAHEIMOB,
I R SluBapb CenrsiOps | CIIOCOOHEIX K  BBUICICHHIO
1l T@ICBED METAGOIUTOB JUiA 2018 rona 2018 roma |meneBBIX METabONATOB UL
TOBBUIECHHS HedTeoTARqN o sedropmA
B IIACTOB.
liee 5 =
. |Anenruduxanms Oxrsbps | Jio 1 Hos6ps Byner HpPOBE/ICH
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Инокулят 


(монокультуры)





Среда Е8+меласса (10 %) 





Культивирование (10 суток, t 40 ± 1ºС)





Анализ проб – ежесуточно, 24 ±1 ч


(рН среды, газообразование)
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