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Изучена возмоасность биодеструкции экзоподисшсфрида (ЭПС). сингезироваккого
Асlпе€еЬфс+ег $р,. чкс'гьlмк культурами цкроорганцlзм08 ц микроф;юрий кдастовой
водь}. Рекомендовань& гавые бггоl4иды и подобрфйы их концентрацlги, предотвращающие
кф ддггтедьное время биодеструйцию ЭПС. Устратнт бцодеградшфк ЭПС козвомгт
ггавысить 9ффектг&вность его практи%едкого исlгодьзованггя.

могут необратимо разрушаться, т.
градация полимерных молекул [2, 9,
уменьшается молекулярная масса препара'га,
растворов и соответственно -- эффективность применения как загуща'
ющего агента. Различают химическую (в частности, окислительную),
механическую и биологическую деструкцию. Микробные полисахариды,
как правило,. окислительной и механической деструкции мало подвер-
жены [9, ю].[l'Гllаиболее распространенный вид деструкции экзополиса-
харидов (ЭПС) микробного происхождения -- это разрушение их мик-

Известно, что полимерные молекулы под действием ряда факторов
ироггсходит деструкция или де'
ю]. В результате деструкции

е

молекулярная сник ается вязкость его

роорганизмами как при хранении, так и при практическом использова'
нии (например, в пластовой воде -- для повышения нефтеотдачи пла-
с'гов, в смазочно'охлаждающих жидкостях -- в качестве припадки

д.) [6, 7]. Таким образом, биологическая деструкция полисахаридов
является препятствием для эффективного их применения. Такие мик
робкие ЭllС, как ксактак и екяерглюкан, которъlе могу'г успешно ис-
пользоваться

И
Т

В Внефтедобывающей
биодеструкции.

СlгуР1ососси$,

промышленности,
степени

значительной
ЭПС, синте-

зируемые '4се/о&асlег
дации [7].

]З связи с вышеиз.доженным цель

И
подвержены другой

устойчивы
стороны,

К микробной
]

состояла в

дегра-

изучении биоразлагаемости полисахарида Лсt/ге/обас/ег $р.
эффективных биоцидов для предотвращения этого

наших исследований
полисахарида Лсt/ге/обас/ег подборе

процесса.

[
Материал и методlф В качестве объекта исмедования служил ЭПС, синтезпруе'

мый Лс{/гв(оЬасlвг $р. ПЬамм селекционирован и хранится в 'отделе бй)логии гЗ3о-
9!!цляющих микроорг?ннзмов ИМВ АН УССР. Характеристика продуцента и свойства
ЭПС описаны ранее [Зl. Для выделения ЭПС клетки 'бактерий 'ос;ждали центрифу-
гированием при 9,5 тыс оборотов в течение 50 мин. Полученный супернатант диалиЪЪ-
рдвэли против дистиллировllнной воды в течение 5 сут и осаждали тремя объемами
95 %-го Ч.илового спирта. Выпавший осадок ЭПС промывали этанолбм и сушили в
вакууме. Экзополисахарид состоит из остатков нейтральных сахаров -- глюк озы, га-
лактозы, раннозы и..р1мнозы (ю:4;8:2) и кислого компонента -- лировиноградной
кислоты. В Составе ЭПС обнаружены жирные кислоты -- лауриновая, Йалвмитйновая.
стеарlновая и олеиновая в соотношении ю:29:]2:7:20 [3].

В работе нспользорадц высоковязкую культуральную жидкость с плазмолизиро-
ванными клетками (г=90'С, экспозиция' 5 мин), 'а такие 0,1 %.е растворы ЭПС. '

При изучении способности микр9дрганизмов различных таксдномийеских и фи-
зиологических групп ассимилировать ЭПС в качестве единственного источника угЗ1е-
рода и энер1'ии использовали чистые культуры аэробннх и анаэробных бактерий, дрож-
жей, микромицетов, получеl1ных из музея живых культур отделов физиологии пройыщ-
ленных микроорганизмов. биологии газоокисляющих м икрооргани:умов, физиологии и
систематики микромицетов ИМВ АН УССР. Частые культуры микроорганизмов были
любезно предоставлены Т. М. Клюшниковой, Ё. Н. IЪомс;;овощ. Й. Н. Ждановой п
И. А. Элланской, эа что выражаем им признательносй'ь. .Культнвирование микроор-
ганизмов осуществляли на жидких элективных средах [1] в оп'Гимальных для йх
ро.СТа условиях. В качестве источника углерода в опытш5м' варнан'ге использовали
д,1 % -й раствор экзополисахарида Дсгпе! Ьасгвг $р

Прй изучении биоразлагаемостн ЭПС микРбфлорой пластовой воды использовала
высокоминерализованкую пластовую воду (скважина 6087, Дюртюли, Башкирская
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АССР). Качественный и количественный состав микрофлоры пластовой воды опреде-
ляли путем рассева на элективные питательные среды для выделения целлюлозораз-
рушающих. Аенитрифицирующих, сульфатредуцирующих, углеводородокисляющи{ и
тионовых бактерий [Ц. В качестве биоциАов применяли формалин, а также разин (ТУ
6-09-4735-80), Камцид (ТУ 38юП081-86). тетрацид (ТУ 6 09-5281-86) и карбазин
(ТУ 6-09 5349-87). Эти соединения готовят на формальдегидной основе, огш не 'содер-
жат фекодов и тяжелых мы'адлов и яlдяlотся различными производкыми !,3,5-трк l

(Р-гидроксиэтил)-гексагидро $ триазина. Они представляют собой однородную жЙI'
кость без пос'горонних примесей от светло желтого до коричнево'вишневого цвета со
слабым специфическим запахом. Эти соединения относятся к IУ классу опасности
(малоопасные вещества по ГОСТ 12.1.007-76), выпускаются на Шосткинском заводе
химреактивов.

Для определения чувствительности микроорганизмов к биоцидам осуществляли
акаэрфбное культквирфважие хромвосстанавдивающих к сульфатредуцкрующих бакте-
рий\ микромицеты РеггЕсИПцпть уlгЕа1с(Ицптг и Ги$апцпп си1тогцт, бактерии Р$еидоппопа$
?/ггогевсеггв, ЛсlпвlоЬасlвг $р., Лсt/гвlо8ас/ег саКоасвllс1г$ выращива;1и Ь аэробных усло-
виях. Культивирование осу1цествляли на элективных средах в течение 48 ч. Для уста-
новления оптом'альных концентраций биоцидов к суспензии микроорганизмов (ю9 кле-
ток в 1 мл) добавляли биоциды в концентрации 0,05--1,0 %. Учет жизнеспособности
клеток проводили через 2. 24 и 240 ч экспозиции путем рассева клеточных суспензий на
9лекти8иые агаризоваяиьlе среды.О биодеструкции ЭПС, еинтезируемога Лс{/г€/фбвс/вг $р., судили по }ю){еllекию
вязкости ега растворов при хранении, а танке по наличию микробного роста в промах.
Биоциды вносили в концентрации 0,1--0,5 %. Опытные и контрольные (без йюцидов)
растворы ЭПС выдерживали в течение полугода при комнатной телlпературе. Проба
для определения вязкости и микробиологического контроля отбирали через кахсдые
З дня в течение первых двух недель, затем каждые ю дней на протяэ;сети 2 мес и раз
в месяц в течение полугода со дня постановки эксперимента. Вязкость избе?яди ка
капилдярном вискезиметре Оствальда дрк 20 'С. Наличие микрсорганизхlов, способ
ных к биодеструкции ЭГ[С Лс!/гвlоЬасгв $р., определяли путем рассева исследуемых
проб на агаризованную и жидкую минеральную среду, содержащую ЭПС в качестве
источника углеродного питания. Культивирование микроорганизмов осуществляли при
комнатной темйёратуре в течение 14 дней в аэробных и анаэробных ус.1овнях.

Результаты и их обсуждение. Известно,эпс
что

торыми
синтезируежые

быть использованы
микрофлорой в

веко-

самими продуцентами, так и сопутствующей
источника углеродного питания [5, 7, 8]. В связи с этим мы исследова-
ли возможность ассимиляции ЭПС ,4сt/гвго&ас вг $р. в качестве источ-

видами микроорганизмов
так И

могут
качестве

как

'!

мама
ника углерода и энергии как самим продуцентом, так и микроорганиз'

различных физиологических и таксономических групп. Уа'анов-
лено, что ,4с/пвlоЬсгсlвг $р. не использует синтезируемый ЭПС в ка-
честве источника углеродного питания (табл. 1). Только ограничен-
ный круг микроорганизмов
ских и Физиологических групп может

из
Только

проверенных различных
использовать ЭПС

такеономиче-
Ас1пеlоЬас€ы

$р. Это, в первую очередь, микромицеты, анаэробные сульфатредl'циру-
ющие и хромвосстанавливающие бактерии и некоторые аэробные гете-
ротрофы (см. табл. 1) .

В связи с установленным фактом биодеградации ЭПС пере,1 нами
стояла задача подбора биоцидов для защиты его от разрушения аэроб
ной и анаэробной микрофлорой. В литературе отмечается, что из ряда
исследовашшх биоцидов, предотвращающих биодеструкцию ксантана и
склерглюкана, наиболее эффективным оказался формальдегид [9, ю].
Кроме формальдегида нами были апробированы в качестве биоцидов
вещества Йа формальдегидной осl-юве, выпускаемые в СССР и доступ-
}1ые для применения их в практических целях.

Результаты исследовахтий показали, что наиболее высокой бакте.
рицидной дозой для микромицетов являемся 0,5--1,0 %, для аэробных
Ёlактерий -- 0, 1--0,3 % ; наиболее чувствительны к биоцидам анаэробные
микроорганизмы (табл. 2) . Бактерицидный эффект наблюдается через
2 ч после внесения указанных концентраций биоцидов и сохраняется в
течение длительного времени.

В дальнейших экспериментах исследовали влияние указанных доз
биоцидов на биодеструкцию ЭПС .4сЕпв(о&ас(ег $р
так и при воздействии микроорганизмов пластовой воды.

В настоящее время обсуждается возможность использования

как ври хранении,

для
вторичной добычи нефти высоковязкой культуралыюй жидкости после

время обсуждается возможность
культур алыюй жидкости после

Такая культуральная жидкость, содержащаявыращивания продуцента.
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ЭПС, должна быть устойчива к биоразложению в процессе ее храме
ния и транспортировки. В связи с этим исследовали биодеструкцию
культуральной жидкости .4сЕlгйоБсгс(ег $р. В качестве контроля исполь-
зовали стерильный и хранящийся в стерильных условиях . образец.
В опытные образцы вносили биоциды в концентрациях, оптимальных
для подавления роста грибной микрофлоры. Установлено (табл. З),
'1то при хранении в течение 4 мес вязкость культуральной жидкости
в контроле и образцах, обработанных формалирюм и камцидом, не из-
меняется. Хlультуральная жидкость, не обработанная биоцидами и хра-
нящаяся в асептических условиях, на 5--6-е сутки инфицировалась
микромицетами (что сопровождалось снижением ее вязкости) либо
сульфатредуцирующими бактериями. При этом на ю--12-е сутки ]та-
блюдали почернение культуральной жидкости и снижение ее вязкости.
Применение остальных биоцидов позволяло сохранять вязкостные ха-
рактеристики исследуемых образцов неизменными в течение 2 мес, а
затем отмечали некоторое снижение вязкости. При этом из образцов не
были выделены ни анаэробные, ни аэробные бактерии, ни микромице

Т а б л и ц а [ Способность микроорганизмов различных физиологических
и таксономических групп ассимилировать экзододисахарид Лс пе/о0lгс/вг $р

в качестве единственного источника углерода и энергии
Коли.
честно

ЦЕ: l*;и. Исследуемых микроорганиз-
мы

итак-
мов

Ко.ли-
чество
иссле- l рост
диван- lя8 ЭПС

ных
}втам-

мов

Исследуемых микроорганизмы

Бактерии
Сульфатредуцирующие

Неидентифlгцированные штампы
Хромвосетанавдивающие

Р$еЕгаотопа$ }1иоге$сеж
Денитрифицирующие

Неидентифицированные штаммы
Тионовые

ТКlоЬасИlц$ €Морагш
Целлюлозоразрущающие

Неидентифицированные штаммы
анаэробные
аэробные

Углеводородассимилирующие
В/го ососси$ /к/еи$
&Ьо есоссиз егу&горо!!$
&Ьоаососсж г Ьг&

Другие гетеротрофные
АйпегоЬасlег са1соасе€lсш
Лсlле1оЬас/в/ $р.
Васlllг&$ $цЬ И $
Вас1Ии$ тисllаеlпозж
Р$еиаотопа$ ГIЙогеесепз
д4 огососси$ $р.
Неидентифицированные штаммы

Дрожжи
С&пДlаф йорlсаlЕ$
СапдЁВф и [ $
=гургососск$ !сьигетгlК
НажекМа ро ЦтогрЬсь
РlсМа рЁпг1$
КЬойозрогЁйЁит сllоЬс-
Уа&ит

Микромицеты
$€етрКугЁггт $р.
С1айо$рог ит с1аас$-
рогlоl&е$
Л#гво&е$!аl#т $р,
Ре%lс гt ит гедиеп€аж
Реlгlс !llггк оlгЕа саlит
Ре&lс! !lит !апозит
Ри$агlит $атг)исlпит
Ршаг ит оху$рогит
Ги$аг !гт сиlтогит
АзрегЁ Ии$ пlдег

2

З

З

2

2
2

2
З
1

1

1

1

2
1

1

З

2
2
2
1

1

1

!

+
+

+
+
++
+
++
+

Т а бл и ца 2. Оптимальные концентрации биоцидов1 подавляющие рост различных
групп микроорганизмов

Кенцентрациlг бкоцидов(%} , водавляющке рост

Биоцид
вэрабных бактерии l анаэробнык бактерии микромицетов

Формалик
разин
Карбазин
Камина
Тетрацид

0. 1
о.з
0. 1

0.2
о,з

0 , 05

0,05

0 . 05

1,0
о,з
о,!
0.5
0,5
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ты. В незначителыгом количестве выделяли аэробные гетеротрофы и
среди них не было штаммов, ассимилирующих ЭПС Лсt/гвlоЬасlвг $Р.
в Качестве источника углерода и энергии.

В связи с возможностыо биодеструкции ЭПС ЛсгггвгоЬасlвг $р.
микрофлорой пластовой воды при использовании биополимера для по-
вышения нефтеотдачи пластов нами исследован качественный и коли-
чественный достав микрофлоры пластовой воды (сквахсина 6087, Дюр-
Яоли, Башкирская АССР). ' Минерализация исследуемой пластовой
воды составляет 120 г/л, рН 7;0, еН -- +260 мВ. В пластовой воде об-
наружены микроорганизмы (клеток в 1 л) : сульфатредуцирующlе. :-
2,8.'юз, тионов ые '-- 2,8. юз, углеводородассимилирующие : 3,2]0э,
олигокарбофильные -- 4,5. юз, растущие на МПА гетеротрофные бак-
терии -- 2,0]0'

В этой серии экспериментов исследовали биодеструкцию 0] %-х
растворов. ЭПС. Растворы ЭПС готовили на стерильной водопроводной
воде, в опытные образцы вносили ю % пластовой воды и биоцид в
концентрации 0,1--6,3 %. Контролем служил образец, обработанный
пластовой водой, без биоцидов. Установлено, что микрофлора пласто-
вой воды в течение ю дней полностью деструктурирует ЭПС; при этом
вязкость растворов снижается до вязкости воды. В данном эксперимен-
те эффек'гивными биоцидами (подавляющими рост микроорганизмов)
оказались вазиl{ и карбазин. О1.1и подавляют в течение 6--7 мес рост
микрофлоры пластовой воды и сохраняют свойства ЭПС неизменен-
ными (табл. 4) .

Таким образом, для стабилизации растворов ЭПС ЛсЁггйоЬсгс(ег
$р. и предотвращения их биодеструкции рекомендуем применять фор-
малин или камцид в концентрации 0,2 и 0,5 %. соответственно при хра-
нении высоковязкой культуральной жидкости и после разведения куль-

Т а б л и ц а З. Влияние биоцидов на биоразлагаемость культуральной жид кости
Лс//2в/о&всlвг $р. при хранении

Вязкость. сСт

Биоцид
Кок-
цент-

l''г'' l -

.Время хранения. сут

З 10 l 20 l 40 60

н. о.
н. о.
140 . 4
165 . 2
н. о.
к. о.

н. о.
н. о.
140.5
169 , 4
н. о.
ж. о.

124.1 125.0

П р име бани е: н. о.--не определяли

Т а б л и ц а 4. Биорашагаемость 0,1 %-го раствора экзополисахарида .Дв:пеюёас#ег $р
микрофлорой пластовой воды в присутствии биоцидов

Вязкость. €С'г

Б«ЬЦ"д рация %
Время хранения. сут

З хо l 20 l 40 l оо 100 1 180

Вазин
Карбазкк
Формалин
Камцид
Тетрацид
Без биоцида

о,з
о. !
0.1
0.2
с,з {Ё

6.2
7.0
4.0
3.8
3.2
1 ,0

6.0
6.С
з.о
1 .0
1 .0
1 .0
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Вазкн е,з Ю8,7 ! 40 , ! 120 . 5 82 , 6 82 , 6 4С , 4
КарбазинЁIЁз:?  140 . 0

129 . 9
165 . 2

142,3
130 , 1

168 . 1

144,4
Ю5 . 4
164 .3

96 . 4
I35.4
168 . 1

н. о.
140 . 1

165 , 4

н. о.
140 ,4
164,3

Тетрацид
Без биоцида Т но,о

125,5
по,о
125 , 5

Н2,1
1 08 ,4

П2,5
60 , 2

100 ,4
2,4

50,2
н. о.

Без биоцида в сте-              
рильных условиях   125,5 125 . 5 1 20 . 4 122,6 128 ,4 125 ,3



туральной жидкости перед закачкой ее в пласт проводить обработку
гэаЪином или карбазином (0Д %). Такое комбинировзнlое. применение
(5иоцидов позволяет длительное время сохранять ЭПС .4сt/гв оЬасгег
$р. без потери его реологических свойств и предотвращать возмож-
ность появления рёзистентных форм к одному из биоцидов.
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