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Аннотация: в данной статье рассматривается актуальная тема взаимодействия микроорганизмов с углеводородными системами, что приобретает все большее значение в контексте устойчивого развития Микробиом нефтяных пластов представляет собой сложное сообщество микроорганизмов, включающее бактерии и археи, которые адаптированы к экстремальным условиям глубоких слоев земли (термофильные бактерии способны переносить высокие температуры до +113°С, барофилы выдерживают давление до 700 атмосфер, галофилы живут в соляных растворах с содержанием NaCl 25–30%, ацидофилы и алкалофилы обитают при пониженных и повышенных условиях рН). Наряду с аборигенными культурами, которые существовали в нефтяном пласте задолго до антропогенных воздействий, сформировалась иная микрофлора, привнесенная человеком в ходе добычи нефти и закачивания воды в нефтяной пласт. 
[bookmark: _Hlk212198178]Цель данной обзорной статьи – изучить сложное сообщество микроорганизмов нефтяных пластов, включая их видовое разнообразие, функции и оценить влияние человеческой деятельности на его изменение с использованием методов анализа и систематизации научных данных по видам, таксонам и условиям обитания (термофилы, барофилы, галофилы и др).
В результате проведённого анализа, описано видовое разнообразие микробиома и ключевые функции микроорганизмов, такие как расщепление углеводородов, влияние на геохимические процессы и способность снижать вязкость нефти. Также установлена сложность оценки антропогенного воздействия на изменения микробиома нефти.
Ключевые слова: микробиом, биологические поверхностно-активные вещества, вязкость нефти, метаболические способности, археи.
Abstract: this article discusses the current topic of the interaction of microorganisms with hydrocarbon systems, which is becoming increasingly important in the context of sustainable development. The microbiome of oil reservoirs is a complex community of microorganisms, including bacteria and archaea, which are adapted to the extreme conditions of the deep layers of the earth (thermophilic bacteria are able to tolerate high temperatures up to +113 ° C, barophiles withstand the pressure is up to 700 atmospheres, halophiles live in saline solutions with a NaCl content of 25-30%, acidophiles and alkalophiles live under low and elevated pH conditions). Along with the indigenous cultures that existed in the oil reservoir long before anthropogenic influences, another microflora was formed, introduced by humans during oil extraction and water injection into the oil reservoir. 
The purpose of this review article is to study the complex community of microorganisms in oil reservoirs, including their species diversity, functions, and to assess the impact of human activity on its change using methods of analysis and systematization of scientific data on species, taxa, and habitat conditions (thermophiles, barophiles, halophiles, etc.).
As a result of the analysis, the species diversity of the microbiome and key functions of microorganisms, such as the splitting of hydrocarbons, the effect on geochemical processes and the ability to reduce the viscosity of oil, are described. The complexity of assessing the anthropogenic impact on changes in the microbiome of oil has also been established.
Keywords: microbiome, biological surfactants, oil viscosity, metabolic abilities, archaea.

Введение (Introduction)
[bookmark: _Hlk212198221]В ходе своей жизнедеятельности микроорганизмы выделяют различные метаболиты, такие как биологические поверхностно-активные вещества, кислоты и газы, которые участвуют в изменении вязкости нефти, числа и размера пор нефтяного пласта. Необходимо рассматривать микробиом нефтяных пластов как важный компонент экосистемы подземных слоев, влияющий на процессы эксплуатации углеводородов, так как свойства метаболизма данных микроорганизмов можно использовать в качестве методов увеличения нефтеотдачи для оптимизации процессов. Эта статья может быть полезна для исследователей и научных групп, занимающихся разработкой и применением биотехнологических методов для увеличения нефтеотдачи, так как на сегодняшний день биотехнологии являются передовым направлением в области естественных наук.
Актуальность настоящего исследования определяются необходимостью комплексного изучения структуры и функционального потенциала микробиома нефтяных пластов для разработки биотехнологических решений в нефтедобыче. Ключевой вопрос заключается в установлении происхождения микробных сообществ: являются ли данные микроорганизмы привнесенными в пласт в результате бурения и закачки пластовой воды или они обитали в пласте еще до деятельности человека, что представляет проблематику данного обзора.
Цель исследования – проведение системного анализа микробиома нефтяных пластов как ключевого экологического компонента, определяющего геохимические процессы в пластовых условиях, для оценки его потенциала в разработке биотехнологических методов увеличения нефтеотдачи (МУН).
Задачи исследования:
1. Классифицировать таксономическое разнообразие аборигенных и аллохтонных микроорганизмов нефтяных пластов.
2. Проанализировать метаболические функции микробных сообществ, связанные с трансформацией углеводородов и изменением физико-химических свойств нефти.
3. Оценить масштаб и последствия антропогенного воздействия на структуру и функционирование микробиома в процессе эксплуатации месторождений.
4. Обобщить полученные данные для формирования научной основы под разработку перспективных биотехнологий МУН.
Материалы и методы исследования (Materials and Methods)
Нефтяные пласты – это уникальные подземные среды, для которых характерны высокая концентрация углеводородов, относительно низкий уровень поступающего кислорода и длительная изоляция от поверхности [1]. В настоящее время в нефтяных пластах обнаружено множество бактерий и архей, среди которых выявлены закономерности в таксономическом составе микроорганизмов. Эти закономерности коррелируют с такими важными факторами окружающей среды как температура и глубина, в то время как географическое расстояние между нефтяными пластами играет незначительную роль [2,3]. В неглубоких пластах с низкой температурой наблюдается большое число представителей эпсилон- и дельта-протеобактерий, а при более глубоком залегании пласта и при повышении температуры встречаются в основном представители Clostridiales и Thermotogales. Несмотря на различные таксоны, которые специфичны для определенных нефтяных пластов, всё же наблюдается общая тенденция к наличию основных классов бактерий: Gammaproteobacteria, Clostridia и Bacteroidia, а также класс архей Methanomicrobia, которые повсеместно встречаются в нефтяных пластах [4]. Эти группы бактерий обладают различными метаболическими способностями и взаимодействуют между собой, что может влиять на ресурсы нефти, а также на процессы нефтедобычи [5]. 
В течение многих миллионов лет микробиом на глубоком залегании нефти эволюционировал, но оставался относительно стабильным. Однако воздействие человека в ходе его нефтедобычи повлияло на состав и разнообразие микробиома в пластах. В особенности сильное влияние на такие изменения оказывает закачка воды, которой не свойственна стерильность, а значит в ходе поддержания давления с помощью воды в нефтяном пласте формируется иное микробное сообщество [6, 7]. 
Нефтяные пласты являются важным составляющим глубинной биосферы, в которой обитают автохтонные микроорганизмы, живущие в условиях высоких температур и давления. Однако, эта биосферная система, которая была относительно стабильной и изолированной на протяжении миллионов лет, в ходе разведки и добычи нефти трансформируется в систему, подверженную перемещению объёмов горных пород, которое обусловлено инверсией плотности. Эта система также изменяется внесением в нее экзогенных микробов. Например, после первичной нефтедобычи, когда нефть и пластовая вода выталкиваются на поверхность естественным давлением внутри пласта, закачка воды используется для поддержания давления в пласте и достижения более высоких уровней добычи нефти (вторичная добыча). Однако, закачка воды может иметь пагубные последствия, связанные с активацией негативного воздействия микроорганизмов, такие как образование сероводорода, коррозия металла и закупорка резервуаров, что приводит к увеличению затрат при нефтедобыче и нефтепереработке [8]. Помимо этого, цена и качество нефти сильно зависит от степени биодеградации и наличия продуктов метаболизма, образующихся в результате жизнедеятельности микроорганизмов, таких как соединения серы и органические кислоты. [9].
Микроорганизмы в пласте участвуют в процессах окисления и биодеградации, что вынуждает нефтяную промышленность вкладывать большие финансовые средства в стратегии борьбы с микробами, такие как внесение нитратов и биоцидов, чтобы ограничить их рост. Но несмотря на практическую значимость антропогенного воздействия на микробиом нефтяного пласта, систематического исследования того, как нефтедобывающая промышленность изменяет микробные сообщества на протяжении срока эксплуатации нефтяного месторождения, не проводилось. Безусловно существуют исследования микробных сообществ на нефтяных месторождениях, но большинство из них основывались на анализе наземных низкотемпературных участков [10].
Помимо вышеописанных негативных последствий жизнедеятельности микроорганизмов на нефтепромысловое оборудование, нефтяные пласты и качество нефти стоит упомянуть и их положительное влияние на нефтедобычу. В научных статьях сообщается, что разнообразие микробиома нефтяного пласта можно использовать для увеличения нефтеотдачи с помощью их метаболитов, таких как биологические поверхностно-активные вещества (биоПАВ), кислоты и газы, а также для повышения уровня добычи нефти без нарушения условий в пласте [11-13]. Например, различные органические растворители, такие как бутанол, ацетон и пропанол, вырабатываются бактериями родов Clostridium, Zymomonas и Klebsiella. Помимо этого, бактерии родов Clostridium и Enterobacter, а также представители архей Methanobacterium способны к выработке большого количества газов, таких как метан, углекислый газ и водород. Газы могут быть полезны при добыче нефти, так как они создают повышенное давление в скважине, что приводит к вытеснению более лёгких фракций сырой нефти и, следовательно, способствует извлечению нефти [14]. В научных работах наблюдали за образованием биомассы, летучих жирных кислот и газов в аборигенных консорциумах. В этих работах широко изучалась роль сурфактина в нефтяных пластах, где поверхностно-активные свойства сурфактантов играют ключевую роль в процессе биоремедиации. Также сурфактин считается перспективным биосурфактантом для увеличения нефтеотдачи [15, 16]. Другой подход заключается в стимулировании выработки биосурфактантов в скважине с помощью активации уже существующей аборигенной микрофлоры в нефтяном пласте, что может сделать процесс добычи нефти более рентабельным по сравнению с закачкой биосурфактантов в пласт [17].
Нефтяные пласты, расположенные глубоко под землёй, находятся в экстремальных условиях окружающей среды, таких как высокое давление, высокая солёность, гидрофобность и высокая температура [18]. В статьях описываются различные микроорганизмы, которые обитают в этих условиях. Из-за экстремальных условий окружающей среды в нефтяных пластах важно понимать функции и структуры сообществ микроорганизмов в этой среде, а также различия между этими микробными сообществами в других средах, таких как пресная вода, морская вода и поверхностные почвы [19]. Несмотря на обнаружение различных микроорганизмов в нефтяных пластах, механизмы, которые лежат в основе формирования микробных сообществ в этих средах, остаются неясными. На микробные сообщества могут влиять изменения факторов окружающей среды, такие как температура и рН, а также биологические взаимодействия. Структура естественных микробных сообществ может объясняться механизмами, основанными на их принадлежности к месту обитания, а различия в численности таксонов отражают различия в факторах окружающей среды. Но также микробный состав сильно различается по количеству редких таксонов, иногда даже по количеству таксонов с высоким содержанием видов, несмотря на схожие геохимические условия в некоторых нефтяных пластах [20].
Исследователи из Китая [21] и Норвегии [22, 23] изучили микробиом нефтяного пласта и установили, что микробный состав на таксономическом уровне значительно различался в зависимости от месторождения. Микробный состав метагеномов из морских нефтяных пластов в Норвежском море (NorOil1 и NorOil2), которые находятся в одном и том же географическом регионе, но физически разделены, значительно отличается от метагеномов пластов Цинхай и Дацин (QH и DQ) (Рис. 1). 
[image: FIGURE 1]
Рисунок 1. (А) Микробиологический состав на уровне типов в пластах QH и DQ. (B) Архейные сообщества на уровне отрядов в пластах QH и DQ [21].
Метагеном QH преимущественно включал бактерии, принадлежащие к Proteobacteria, на долю которых приходилось 80,8% от общего количества считываний, отнесенных к известным типам. Из протеобактерий Gammaproteobacteria были наиболее доминирующим классом бактерий, с такими родами, как Pseudomonas (54,4%), Acinetobacter (1%) и Marinobacter (1,3%). Остальные микробы в основном принадлежали к Euryarchaeota (11,1%), Firmicutes (3,8%) и Deferribacteres (1,2%). Метагеном QH включал метаногенные археи (47 родов), такие как гидрогенотрофный Methanococcus, Methanothermococcus, Methanobacterium, Methanoculleus и Methanosarcina, которые могли продуцировать метан из H2, ацетата или метильных соединений. Метагеном DQ преимущественно включал бактерии, принадлежащие к Firmicutes (64,2%) и протеобактериям (26,7%), а именно Anoxybacillus (37,2%), Geobacillus (2,8%), Bacillus (1,1%), Pseudomonas (6,4%) и Brevundimonas (0,9%). В метагеноме QH также были обнаружены микробы, принадлежащие к Euryarchaeota (3,6%), Actinobacteria (2,2%) и Bacteroidetes (1,2%). Метагеном DQ включал метаногенные археи, такие как ацетокластические Methanosaeta. Poribacteria и Fibrobacteres были обнаружены только в метагеноме DQ, а Nanoarchaeota были обнаружены только в метагеноме QH; однако количество этих бактерий было очень низким в обоих метагеномах.
Микробиом пласта NorOil1 (Рис. 2) представлен в основном дельта-/эпсилон-протеобактериями (богатые, например, сульфатредуцирующими видами) и метаногенами (в основном видами Methanococcus). При этом дельта-/эпсилон-протеобактерии, являются количественно доминирующим классом в сообществе, включающим очень распространённые виды из Desulfurovibrionales, Desulfuromonadales и Campylobacterales. Бактериальный порядок Thermotogales также представляет собой важную часть сообщества. В домене архей доминируют метаногены, в основном представленные несколькими видами Methanococcus. На уровне отдельных видов наиболее часто встречающиеся совпадения в базах данных были с Pelobacter carbinolicus (Deltaproteobacteria) и различными видами Methanococcus.
[image: ]
Рисунок 2. Таксоны, обнаруженные в метагеноме нефтяного пласта NorOil1 [22]. 

При исследовании нефтяного пласта NorOil2 обнаружено что доминирующая археальная часть в основном была отнесена к Thermococcus. Также среди бактериальной части преобладали протеобактерии, а точнее дельта-протеобактерии (Рис. 3).

[image: ]
Рисунок 3. Круговая диаграмма распределения архей и бактерий в скважине NorOil2 [23].
 
Таким образом, дельта- и эпсилон-протеобактерии, и метаногены были широко представлены в метагеноме NorOil1. Однако в метагеноме NorOil2 наиболее доминирующими микроорганизмами были археи. Напротив, псевдомонады и аноксибациллы преобладали в QH и DQ соответсвенно. Микробный состав на таксономическом уровне значительно различался даже между этими нефтяными пластами. Однако функциональный состав, то есть метаболические пути и функциональные гены, был общим для географически удалённых друг от друга нефтяных пластов. Это явление может быть объяснено механизмами, лежащими в основе формирования микробных сообществ. Одна из популярных теорий предполагает, что структура микробного сообщества формируется в основном под влиянием таких факторов, как условия окружающей среды и конкуренция между видами [24]. Противоположная теория предполагает, что виды в окружающей среде экологически эквивалентны и что структура микробных сообществ определяется случайным образом [25].
В другой статье ученые, проанализировав образцы 41 пласта, опровергли гипотезу о том, что нефтяные пласты содержат основной микробиом, определяемый наличием общих видов во всех образцах. Таксономическая оценка показала, что даже на уровне отрядов не все образцы включали представителей наиболее распространённых групп, таких как Burkholderiales, Rhizobiales и Pseudomonadales. Таксономическая классификация генов рибосомной рРНК из метагеномных библиотек подтвердила наблюдения, что ни один вид не встречается повсеместно в нефтяных пластах. Вместо основного микробиома в нефтяных пластах факторы окружающей среды приводят к разделению ниш обитания, в результате чего микробиом в нефтяных пластах, характеризующихся различными физико-химическими условиями, состоит из таксономически разных организмов [26].





Результаты (Results)
Обобщенная информация по микробиологическому составу представлена в блок-схемах на Рис. 4 и Рис. 5:

Рисунок 4. Бактериальный состав пластовой микрофлоры.
 
Рисунок 5. Архейный состав пластовой микрофлоры.

Микробиом нефтяного пласта разнообразен, но для этих микроорганизмов можно выделить 4 основные функции [27], которые представлены на блок-схеме (Рис. 6):

Рисунок 6. Функции пластовой микрофлоры.

Все вышеперечисленные функции основаны на способности микроорганизмов использовать углеводороды нефти как основной источник энергии в своем метаболизме. Также, различные сульфатвосстанавливающие бактерии перерабатывают алканы, алкены и ароматические соединения, а денитрифицирующие микроорганизмы способны минерализовать различные ароматические соединения, такие как толуол, м-ксилол, этилбензол и пропилбензол, для железоредуцирующих бактерий свойственен метаболизм толуола, фенола, крезола и фенилацетата. Благодаря своей высокой адаптивности, эти бактерии играют значительную роль в биотрансформации углеводородов [28, 29]. 
Описанные ранее свойства и функции микроорганизмов, обитающих в пласте, можно использовать в качестве микробиологических методов увеличения нефтеотдачи (ММУН). Экологически безопасные ММУН применяются в основном на месторождениях, разрабатываемых с помощью заводнения, так как для развития пластовой микрофлоры необходимо присутствие водной фазы. Влияние пластового биоценоза на закрепленную малоподвижную нефть носит характер десорбции, которая осуществляется за счет накопленных продуктов метаболизма при биоокислении углеводородов нефти. Микробиологические методы воздействия на нефтяные пласты основаны на искусственном создании микрофлоры путем закачивания в пласт микроорганизмов вместе с питательными веществами, либо на активации уже существующей микрофлоры путем подачи в пласт питательных веществ с поверхности [30].

Дискуссия (Discussion)
ММУН определяется двумя фундаментальными принципами. Первый принцип заключается в изменении межфазных свойств раздела сред нефть-вода для улучшения движения нефти через пористую среду, повышая эффективность вытеснения (снижение межфазного натяжения или увеличение проницаемости), движущую силу (пластовое давление), текучесть (смешивающееся заводнение, снижение вязкости) и эффективность отчистки (селективное закупоривание, контроль подвижности). Второй принцип основан на микробной активности, направленной на разложение и удаление тяжелых металлов из тяжелых фракций нефти [31]. Из-за широкого спектра задействованных штаммов и метаболитов, механизм ММУН является сложным и комплексным, и, включает в себя такие процессы, как биоразложение, эмульгирование, снижение межфазного натяжения и изменение свойств пластовой породы. Глубокое понимание механизмов ММУН закладывает основу для оценки его целесообразности и потенциальных преимуществ [32-34]. 
[bookmark: _Hlk188888816]В свете изменений климата и растущей потребности в устойчивом использовании природных ресурсов, дальнейшее изучение микробиома нефтяных пластов способен открыть новые горизонты для разработки биотехнологий, направленных на минимизацию негативного воздействия на окружающую среду и усиление процессов очистки. Необходимость создания интегрированных подходов, учитывающих как экологические, так и экономические аспекты, обуславливает потребность в изучении микробиома нефтяных пластов, что представляет собой не только актуальное, но и жизненно важное значение для обеспечения устойчивого развития будущего нефтяной промышленности и сохранения природы.

Заключение (Conclusions)
В заключение, исследование микробиома нефтяных пластов демонстрирует его значимость для геологических процессов и для нефтедобычи, а также применимо в вопросах экологии. Микробиом, состоящий из разнообразных микроорганизмов, играет важную роль в следующих областях: ремедиация нефтезагрязненных грунтов путем биодеградации углеводородов; повышение эффективности извлечения нефти за счет образования метаболитов для нефтевытеснения и растворения горной породы с помощью органических кислот, ПАВ, газов; снижение вязкости нефти как в пластовых условиях, так и внутри нефтепромыслового оборудования; повышение проницаемости, основанное на удалении парафинов и закупоривающей массы в грунте и оборудовании. Всё это может использоваться в качестве перспективного применения биотехнологий в областях нефтедобычи.
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Биодеградация нефти


Биосинтез метаболитов (биоПАВ, органические кислоты, спирты, экзополисахариды и газы) и биомассы, обладающей нефтевытесняющими свойствами


Улучшение фильтрационно-ёмкостных свойств коллектора


Растворение породы органическими кислотами и углекислотами, что также увеличивает их пористость и проницаемость


Восстановление проницаемости


Метаболизм микроорганизмов способен удалять парафин и закупоривающие массы в пористых зонах нефтяного пласта


Снижение вязкости нефти 


Продукты биосинтеза микроорганизмов уменьшают межфазное натяжение на границе раздела сред, что улучшает отделение нефти от породы пласта
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