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Введение
Известны исследования [1-3] взаимосвязи физи-

ко-химических свойств нефти с процессами био-
деградации, определения углеводородного соста-
ва, катагенетической преобразованности нефтей 
майкопских отложений и т.д., однако в недоста-
точной мере освещены комплексные исследования 
микробиологического и углеводородного состава 
нефтей. Поэтому актуальными являются исследо-
вания свойств лечебной нафталанской нефти [4] 
и, в частности - изучение микробиологического 
и углеводородного состава лечебной и топливной 
нефти. Большой интерес представляет изучение 
биомаркеров  лечебной нефти.

Исследования  состава  нефтей  месторождения 
«Нафталан» (18 действующих  скважин) совре-
менными инструментальными методами ана-
лиза, такими, как хромато-масс-спектрометрия, 
совмещенный термический анализ, элементный 

анализ и ИК-спектроскопия описаны нами в ран-
них работах [5, 6].  

При сравнении химического состава нефти   
месторождения «Нафталан» с другими нафте-
новыми нефтями было обнаружено большее   
содержание углеводородов (УВ) с главным ионом   
m/z – 95 (УВ,  класса  декагидронафталинов)  в  
нафталанской  нефти, чем в других  нафтеновых 
нефтях.  Показано [7], что по содержанию благо-
родных металлов месторождениe «Нафталан» 
также превосходит остальные месторождения 
нафтеновых нефтей Абшерона.

Целью данной работы явился микробиологи-
ческий анализ проб лечебной нефти месторож-
дения «Нафталан» и месторождений нафтеновых 
нефтей Азербайджана. Исследовалась кинетика 
биовоздействия на состав лечебной нафталан-
ской нефти. Что касается роли микроорганизмов 
в формировании лечебных свойств нафталанской 
нефти, то надо отметить, что проведенные в этой 
области исследования до сих пор не дают одно-
значный ответ. Поэтому интерес представляют 
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исследования роли бактерий в формировании 
микробиоты лечебной нафталанской нефти.

Материалы и методы исследования
В работе использовали пробы лечебной 

нефти месторождения «Нафталан» (скв.№21, 90, 
32, 73) и месторождений нафтеновых нефтей 
Азербайджана: Палчыг Пилпиляси – скв.№1300, 
Пираллахи суша – скв.№1023, Пираллахи море – 
скв.№509 и Палчыг Пилпиляси – скв.№1172.

Посев проб нефти производился на пита-
тельных средах: мясо-пептонный агар (МПА) и 
растительно-пептонный агар (РПА), а также про-
водился количественный подсчет (табл.1) микро-
организмов в образцах (т.е. - количество клеток 
бактерий в 1 мл, точнее - количество единиц, 
способных к образованию колоний) по известной 
методике [8].

Для выделения анаэробных бактерий 
использовались биологические методы (метод 
Фортнера), согласно которым в чашки Петри, 
разделенные на две половины посредством 
желобка, в одну из половин помещали анаэроб-
ные (Serratia marcescens), а в другую – аэробные 
микроорганизмы(исследуемый материал), после 

чего края чаш заливали парафином [9]. При этом 
использовали жидкую обогащенную тиогликоля-
том среду [7].

Из проб нафталанской нефти, взятых из раз-
ных скважин, выделяли чистые культуры,  кото-
рые характеризовались широким разнообразием 
с физиологической, культуро-морфологической 
и биохимической точек зрения (табл.2). 

C целью идентификации бактерий использо-
вались определители Берджии [8,9]. Кроме того, 
с целью идентификация и дифференциации 
микробных культур изучали их биохимические 
свойства, при этом применяли систему индика-
торных бумажек. 

Состав проб нефти после посева на питатель-
ных средах с выдержкой в течение определенного 
времени изучался методом GC/MS на хромато-
масс-спектрометре «Clarus 680» (Perkin Elmer, 
США) в режиме: газ-носитель - гелий; скорость 
потока 1 мл/мин.; температура испарителя 300 °С; 
программирование подъема температуры от 80 до 
300 °С со скоростью 2 °С/мин с последующей изо-
термой в течение 70 мин; ионизирующее напря-
жение источника 70 эВ; температура источника 
250 °С.  Хроматограф снабжен кварцевой капил-

лярной колонкой длиной 60 м, диаметром 
0.25 мм, импрегнированной фазой Rtx-1MS. 

Хроматограммы углеводородов были 
получены по общему ионному току (TIC) и 
характеристическим фрагментным ионам 
(SIR): m/z 191- три-, тетра- и пентацикличе-
ские терпаны; m/z 217 - триароматические 
стероиды.

Результаты и обсуждение
Согласно полученным результатам, ни 

в одной пробе нефти, грибов обнаруже-
но не было. Что касается бактерий, то 
наибольшее количество их обнаружено в 
пробе № 90, а наименьшее - в пробе №73 
(табл.1). Данное различие наблюдалось в 
обеих питательных средах. Так для пробы 
№ 90,  бактериальная биота характеризова-
лась высокими значениями как при посеве 
на питательной среде МПА, так и на среде  
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Питательная среда Номер скважины  
пробы нефти

Количество единиц, образующих колонию 
(в 1 мл) во время выращивания 

3-й день 5-й день

Мясо-пептонный агар - МПА

32 27 35
73 - 18
21 - 68
90 356 520

Растительно-пептонный агар - РПА

32 9 15
21 - 31
73 14 16
90 265 322

Таблица 1
Характеристика образцов по количественному составу микробиот

Морфологические 
параметры

Количество 
штаммов

Доля от общего 
количества,  (%)

  Всего, и в том числе 36 100
  Грамм (+) 15 41.7
  Грамм (-) 21 58.3
  Палочки 23 61.1
  Кокки 14 38.9
  Споробразующие 11 30.6
  Споронеобразуюшие 26 69.4
  Подвижные 25 66.7
  Неподвижные 12 33.3
  S-формы 33 91.7
  R-формы 4 8.3

Таблица 2
Общая характеристика бактерий, 

зарегистрированных в пробах нефти, по 
морфологическим особенностям 
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РПА. Самые  низкие показания значений наблю-
дались  при посеве на питательной среде МПА для 
пробы № 73, и  на питательной среде  РПА - для 
образца № 32. Причина этого заключается в раз-
личном химическом составе питательных сред.

В составе бактерий было идентифицировано 
15 родов: Acinetobacter, Arthrobacter, Bacillus, 
Brevibacillus,  Clostridium,  Desulfobacter, 
Enterobacter, Klebciella, Methanobacterium, 
Methanococcus, Micrococcus, Methanothermobacter, 
Pseudomonas,  Rhodococcus и Thermococcus.

Из зарегистрированных родов - Methano-
bacterium, Methanococcus, Methanothermobacter 
и Thermococcus относятся к археям, а остальные 
к истинным бактериям. Интересно, что частота 
наблюдаемости отмеченных архей, для анализи-
руемых проб нефти, зависимо от рода для лечеб-
ной нафталанской нефти составляет 65-86%, а 
для проб нефти, не имеющих лечебные свойства, 
составляет 12-17%. Для истинныx бактерий ана-
логичный показатель составляет 11-20% и 46-74%, 
соответственно. Необходимо отметить, что бак-
терии  Pseudomonas aeruginosa и Rhodococcus 
ruber, встречаются во всех образцах и частота их 
наблюдаемости составляет 40-48%. Таким обра-
зом, для лечебной Нафталанской нефти доми-
нирующими бактериями являются археи, истин-
ные бактерии относятся к случайным родам, 
а Pseudomonas aeruginosa и Rhodococcus ruber 
характеризуются, как часто встречающиеся виды. 
Для нафтеновых нефтей, не имеющих лечеб-
ные свойства, доминантными бактериями явля-
ются истинные породы бактерий Pseudomonas 
аeruginosa и  Rhodococcus Ruber - часто встре-
чающиеся виды, а археи  характеризуются,  как 
случайные виды.

Были проведены исследования  влияния 
микроорганизмов на физико-химические свой-
ства нафтеновых нефтей Азербайджана: место-
рождений Палчыг Пилпиляси – скв.№1300, 
Пираллахи суша – скв.№1023, Пираллахи море 
– скв.№509 и Палчыг Пилпиляси – скв.№1172. С 
этой целью для выращивания микроорганизмов 

была использована соответствующая питатель-
ная среда [10]. В представленные пробы нафта-
ланской нефти № 21, 32, 73 и 90 были добавлены 
(в соотношении 1:1)  образцы № 1300, 1023, 509 
и 1172, т. е. нафтеновые нефти не имеющие 
лечебные свойства. Полученная смесь была остав-
лена на инкубацию при температуре 28-30 oC. 
Результаты, полученные через 20 дней, приво-
дятся в таблице 3.

Как видно, для оценки использованы все мето-
ды (визуальный, определение кислотности среды, 
а также – хромато-масс - спектрометрия), что 
позволяет отметить происходящие количествен-
ные изменения жирных кислот, нефтяных угле-
водородов, вязкости, рН среды.  Изменчивость 
(индивидуальность) по численности и по родо-
вому виду (по составу) природной микробиоты 
исследованных проб, обусловила все изменения, 
т.е. в определенном смысле - их специфику. И 
это - результат наличия различных биологически-
активных видов, участвующих в формировании 
природной микробиоты. Кроме того, во  время 
исследований были изучены фракции в своих 
природных условиях, в частности, Staphylococcus 
aureus, а также исследовано влияние микробиоты 
с патогенными бактериями. С этой целью в выше-
указанную смесь Staureus, была добавлена суспензия 
(мл/л), инкубированная при температуре 28-30 oС. 
Этот опыт дополнительно был проведен и для 
нафтеновых нефтей, не имеющих лечебные свой-
ства. Изменения были отмечены, как визуально, 
так и по оптической плотности. Выяснилось, что 
в пробах лечебной нефти, не наблюдаются при-
знаки роста,  развития добавленных культур. А в 
других пробах наблюдается накопление биомассы, 
которая была воспроизведена бактериями. Таким 
образом, нашло свое подтверждение то, что лечеб-
ная Нафталанская нефть имеет бактерицидное 
воздействие к условным патогенам.

Немалую роль в формировании микробио-
ты лечебной нафталанской нефти играют археи, 
которые в экстремальных ситуациях еще лучше 
умеют адаптироваться и обогащают среду мета-

G.S.Martynova et al. / SOCAR Proceedings  No.3 (2018)  075-084

Проба 
нефти Наблюдаемые признаки

21 Пленка, или же мутная среда, характеризующие развитие микроорганизмов, не наблюдается 
и кислотность среды не меняется (pH=7.1) 

32 Пленка, характеризующая развитие микроорганизмов, не наблюдается, но среда слабо-
мутная, а кислотность среды значительно не меняется (pH=7.0)

73 Питательная среда прозрачная, пленка не наблюдается и кислотность не меняется (pH=7.0)
90 Питательная среда прозрачная, пленка не наблюдается и кислотность не меняется (pH=7.0)

1300 Пленка или же мутная среда, характеризующие развитие микроорганизмов, не наблюдаются 
и кислотность среды уменьшается (pH=6.3) 

1023 Наблюдается слабое помутнение среды, но образования пленки нет, кислотность среды 
почти не меняется.

509 Наблюдается слабое помутнение среды, но образования пленки нет, кислотность среды 
почти не меняется (pH=6.9)

1172 Наблюдается помутнение среды и появление пленки (pH=6.5)  

Таблица 3
Оценка развития микроорганизмов в различных нефтяных образцах
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болитами. Отсутствие патогенов в нафталанской 
нефти дает возможность предполагать участие 
архей, обогащающих микробиоту своими мета-
болитами, в лечебном воздействии этих нефтей. 

Далее исследовалась кинетика биовоздей-
ствия на состав лечебной нафталанской нефти. 
Методом GC/MS изучался углеводородный состав 
проб нефти (табл.4, 5) после посева на питатель-
ной среде -  РПА с выдержкой в течение опреде-
ленного времени (от 20 до 40 дней).

Известно [11], что первым и наиболее ярким 
показателем биодеградации нефтей является 
исчезновение н-алканов, затем изопреноидных 
алканов; в последнюю очередь процессам раз-
рушения подвергаются такие биомаркеры, как 
стераны и гопаны [12].  

Как видно, на хроматограммах (рис.1-3) пред-
ставлены различия, обнаруженные между исход-
ными и обработанными питательной средой 
РПА (био) пробами нефти через 20 и 40 дней 

после посева. 
Так (рис.1),  нормальные и разветвленные алка-

ны  (изопреноиды) практически полностью унич-
тожаются бактериями уже через 20 дней, значи-
тельно уменьшается «нафтеновый горб» и возрас-
тает доля ароматических УВ. Меняется картина 
распределения биомаркеров. Конфигурация их 
становится неузнаваемой, т.е. происходит пере-
группировка пентациклических УВ, увеличива-
ется доля трициклических терпанов к пентаци-
клическим m/z 191 (рис.2). На хроматограммах 
регулярных стеранов (m/z 217), снятых в режиме 
«выбранных ионов» (рис.3) также заметно умень-
шение количества стеранов и диастеранов. 

Вывод напрашивается один: когда вступают в 
дело микроорганизмы, меняется даже биомар-
керный паспорт. После воздействия микроорга-
низмов на нефть происходят не только изменения 
углеводородного состава нефти, но и меняется 
состав  хемофоссилий -  биометок данной нефти.

Рис.1. Хроматограммы нафталанской нефти скв.№ 90 в режиме TIC, где: a) исходная проба; 
b) через 20 дней после био-обработки; c) через 40 дней после био-обработки

Naftalan quyu 90
Naftalan quyu 90_125
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%

0 Time
12.50 32.50 52.50 72.50 92.50 112.50 132.50 152.50 172.50

Naftalan skv 90 20 gun
Naftalan 90 20 g_111100

%

0 Time
12.50 32.50 52.50 72.50 92.50 112.50 132.50 152.50 172.50

Naftalan skv 90 pmbio 40 gun
Naftalan 90 pmbio 40 gun_80100

%

0 Time
12.50 32.50 52.50 72.50 92.50 112.50 132.50 152.50 172.50

a)

b)
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Заключение
- В анализируемых образцах были зафиксиро-

ваны следующие роды бактерий:  Acinetobacter, 
Bacillus, Brevibacillus, Clostridium, Desulfobacter, 
Enterobacter Klebciella, Methanobacterium 
,Methanococcus, Micrococcus, Methanothermobacter, 
Pseudomonas, которые отличаются друг от друга 
по культуро-морфологическим признакам и 
метаболистической активности, что дает возмож-
ность отметить в изучаемых пробах нефти микро-
биотическую специфику элементов;

- Выявлено, что бактерии, такие как: 

Pseudomonas aeruginosa и Rhodococcus ruber, 
имеют способность распространяться во всех 
анализируемых образцах нефти. В формирова-
нии микробиоты лечебной Нафталанской нефти 
главную роль играют археи (более древние бакте-
рии), такие как Methanobacterium, Methanococcus, 
Methanothermobacter и Thermococcus,  в других 
образцах нефти важную роль играют роды насто-
ящих бактерий, такие как: Bacillus, Brevibacillus, 
Clostridium, Enterobacter, Arthrobacter, 
Desulfobacter, Micrococcus, Acinetobacter, более 
активно участвующие в их формировании;

G.S.Martynova et al. / SOCAR Proceedings  No.3 (2018)  075-084

Рис.2. Хроматограммы нафталанской нефти скв.№ 90 в режиме SIR (m/z – 191), где: a) исходная 
проба; b) через 20 дней после био-обработки; c) через 40 дней после био-обработки
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Рис.3. Хроматограммы нафталанской нефти скв.№90 в режиме SIR (m/z – 217), где : a) исходная 
проба; b) через 20 дней после био-обработки; c) через 40 дней после био-обработки

- В исследуемых пробах с целью увеличения 
скорости развития природной микробиоты, вне-
сение питательной среды в лечебную нафталан-
скую нефть не вызвало эффекта увеличения. В 
остальных пробах нефти наблюдалось развитие 
природной микробиоты. Аналогичный эффект 
был получен при введении в среду условно-
го патогена Stafylococcus aureus, что позволяет 
объяснить лечебное воздействие нафталанской 
нефти, бактерицидным влиянием;

- Доминантность  древних бактерий в микро-
биоте этой нефти, высокая способность адап-
тирования в экстремальных условиях, а также 

отсутствие сведений в литературе об их патоген-
ности дают возможность предположить роль 
микроорганизмов в объяснении лечебных свойств 
нафталанской нефти.

- После воздействия микроорганизмов на 
нефть происходят не только изменения углево-
дородного состава нефти, но и меняется состав 
хемофоссилий - биометок данной нефти, а имен-
но: увеличивается доля трициклических терпа-
нов к пентациклическим, заметно уменьшается 
количество стеранов и диастеранов, что дает 
возможность оценить уровень биодеградации 
нефти.
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Доминирующие бактерии нафталанской нефти

Г.С.Мартынова1, Ф.Р.Бабаев2, П.З.Мурадов3,
О.П.Максакова1, Р.Г.Нанаджанова1

   1Институт нефти и газа НАН Азербайджана, Баку, Азербайджан;
2Азербайджанский  технический университет, Баку, Азербайджан;  

3Институт микробиологии НАН Азербайджана, Баку, Азербайджан

Реферат

Проводилось изучение микробиологического и углеводородного состава, а также био-
маркеров лечебной и топливной нефти методом GC/MS. Показано, что нормальные и 
разветвленные алканы (изопреноиды) практически полностью уничтожаются бактери-
ями уже через 20 дней, значительно уменьшается «нафтеновый горб» и возрастает доля 
ароматических УВ. Меняется картина распределения биомаркеров, конфигурация их ста-
новится неузнаваемой. В пробах нафталанской нефти было идентифицировано 15 родов 
бактерий: Acinetobacter, Arthrobacter, Bacillus, Brevibacillus, Clostridium, Desulfobacter, 
Enterobacter, Klebciella, Methanobacterium, Methanococcus, Micrococcus, Methanothermobacter, 
Pseudomonas,  Rhodococcus и Thermococcus. Из зарегистрированных родов - Methanobacterium, 
Methanococcus, Methanothermobacter и Thermococcus относятся к археям, играющим главную  
роль в формировании микробиоты лечебной нафталанской нефти. В случае биодеградации 
нефти, когда вступают в дело микроорганизмы, по анализу биомаркеров можно оценить 
уровень биодеградации. 

Ключевые слова: лечебная нафталанская нефть; микробиологический анализ; хромато-
масс-спектрометрия; биомаркеры.

Naftalan neftinin üstünlük təşkil edən bakteriyaları

Q.S.Martınova1, F.R.Babayev2, P.Z.Muradov3,
O.P.Maksakova1, R.Q.Nanacanova1

  1AMEA-nın Neft və Qaz İnstitutu, Bakı, Azərbaycan;
2Azərbaycan Texniki Universiteti, Bakı, Azərbaycan; 

3AMEA-nın Mikrobiologiya İnstitutu, Bakı, Azərbaycan 

Xülasə

GC/MS üsulu ilə mikrobioloji və karbohidrogen tərkib, həmçinin müalicəvi və yanacaq 
neftinin biomarkerləri öyrənilmişdir. Göstərilmişdir ki, normal və şaxələnmiş alkanlar 
(izoprenoidlər) artıq 20 gündən sonra bakteriyalarla praktik olaraq tamamilə məhv edilirlər, 
«naften hörgəci» əhəmiyyətli dərəcədə azalır və ətirli karbohidrogenlərin payı (hissəsi) 
artır. Biomarkerlərin paylanma mənzərəsi dəyişir, onların konfiqurasiyası tanınmaz olur. 
Naftalan neftinin nümunələrində 15 bakteriya növü müəyyən edilmişdir: Acinetobacter, 
Arthrobacter, Bacillus, Brevibacillus, Clostridium, Desulfobacter, Enterobacter, Klebciella, 
Methanobacterium, Methanococcus, Micrococcus, Methanothermobacter, Pseudomonas, 
Rhodococcus və Thermococcus. Qeydə alınmış növlərdən - Methanobacterium, Methanococcus, 
Methanothermobacter və Thermococcus müalicəvi Naftalan neftinin mikrobiotunun 
formalaşmasında əsas rol oynayan arxeyalara aiddirlər. Neftin biodeqredasiyası halında, 
mikroorqanizmlər fəaliyyətə başladıqda biomarkerlərin təhlilinə əsasən biodeqredasiya 
səviyyəsini qiymətləndirmək olar.

Açar sözlər: müalicəvi naftalan nefti; mikrobioloji təhlil; xromato-kütlə-spektrometriya; 
biomarkerlər.


