Министерство образования и науки Республики Казахстан

КАЗАХСКИЙ НАЦИОНАЛЬНЫЙ УНИВЕРСИТЕТ ИМЕНИ АЛЬ-ФАРАБИ

НИИ  ПРОБЛЕМ БИОЛОГИИ И БИОТЕХНОЛОГИИ



	
МРНТИ: 34.27.01
УДК 579.6 
№ госрегистрации 0118РК00107
Инв. №
	          УТВЕРЖДАЮ:

Директор ДГП «НИИ проблем биологии и биотехнологии» КазНУ им.аль-Фараби _______________ А.К.Бисенбаев
«____» _______________ 2018 г.






ОТЧЕТ
О НАУЧНО-ИССЛЕДОВАТЕЛЬСКОЙ РАБОТЕ


по теме:

ИРН ПРОЕКТА. AP05133758 «Разработка биотехнологии получения экологически чистого, бездымного брикетированного топлива на основе бурых углей Ленгерского угольного месторождения и сурфактант-синтезирующих микроорганизмов для топливно-энергоэффективного использования»


(промежуточный)


Программа: 2. «Энергетика и машиностроение».
Подпрограмма 2.2. «Альтернативная энергетика и технологии: возобновляемые источники энергии, ядерная и водородная энергетика, другие источники энергии».




Научный руководитель проекта:
PhD    						________________    Н.Ш. Акимбеков 







Алматы, 2018
СПИСОК ИСПОЛНИТЕЛЕЙ:

	Руководитель работы,                      __________________
СНС, PhD                                             «__»______2018 г.


	Н.Ш. Акимбеков
(реферат, разд. введение, 1; 2;  3; 4. заключение)

	Ответственный исполнитель,         __________________
ГНС, д.б.н., профессор                       «__»______2018 г.

	А.А. Жубанова 
(реферат, разд. 1; 3. заключение)

	
Ответственный исполнитель,         __________________
СНС, к.м.н.                                           «__»______2018 г.

	
А.Э. Кадыржанова (разд. 3; 4.)
 

	МНС, ассистент                              __________________
                                                              «__»______2018 г.
	К.Т. Тастамбек (разд. 1; 2.)

	
	

	МНС                                                 __________________
                                                              «__»______2018 г. 
	М.У. Зиябекова (разд. 3; 4.)
 

	
	

	Стажер-исследователь                   __________________
                                                              «__»______2018 г.
	Д.К. Шерелхан 



	Стажер-исследователь                   __________________
                                                              «__»______2018 г.
	А.И. Төкен  

	
Стажер-исследователь                   __________________
                                                              «__»______2018 г.
	
Р.С. Мауленова 

	

Нормоконтролер, 
ученый секретарь                            __________________
ДГП НИИ ПББ, к.б.н.                         «__»______2018 г.
	


Ж.М. Басыгараев           















РЕФЕРАТ

Отчет состоит из 45 с., 17 рис., 9 табл., 30 источников, 2 приложения.
БУРЫЙ УГОЛЬ, ОКИСЛЕННЫЙ БУРЫЙ УГОЛЬ, ЭЛЕМЕНТНЫЙ СОСТАВ, ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА, СОДЕРЖАНИЕ СЕРЫ, МИКРООРГАНИЗМЫ, МИКРОБИОМ, МЕТАГЕНОМИКА, БИОСОЛЮБИЛИЗАЦИЯ.
Объекты исследования – в работе были использованы бурые и окисленные бурые угли Ленгерского (Каратауского) угольного бассейна Туркестанской области.
Цель данного этапа исследований – изучение физико-химических и микробиологических свойств бурых углей Ленгерского месторождения.
Все эксперименты проводились в лабораторных условиях с использованием современных методов физико-химических, биохимических, генетических и микробиологических исследований.  
Все поставленные задачи этапа решены в полном объеме в соответствии с технической спецификацией и календарным планом работ на 2018 год. 
Технико-экономические показатели данного этапа исследований включают результаты, полученные при проведении запланированных экспериментов и оценки их экономической значимости.  
Результаты, полученные при изучении физико-химических и микробиологических свойств бурого угля Ленгерского угольного месторождения, могут быть использованы в научных целях и при составлении учебных материалов по экологии и биотехнологии окружающей среды.
Научно-организационная работа: количество опубликованных работ - 10, из них научных статей - 2, тезисов - 8. Участие в конференциях - 8, количество представленных докладов - 8. 









ТҰЖЫРЫМ

Есеп 45 беттен, 17 суреттен, 9 кестеден, 30 әдебиет көзінен, 2 қосымшадан тұрады.
ҚОҢЫР КӨМІР, ТОТЫҚҚАН ҚОҢЫР КӨМІР, ЭЛЕМЕНТТІК ҚҰРАМ, ФИЗИКА-ХИМИЯЛЫҚ СИПАТТАМА, КҮКІРТТІ ҚҰРАМ, МИКРООРГАНИЗМДЕР, МИКРОБИОМ, МЕТАГЕНОМИКА, БИОСОЛЮБИЛИЗАЦИЯ
Зерттеу объектілері –  жұмыс барысында Ленгер (Қаратау) көмір бассейнінің қоңыр және тотыққан қоңыр көмірлері пайдаланылды.
Жоба кезеңінің мақсаты – Ленгер кен орнының қоңыр көмірлерінің физика-химиялық және микробиологиялық қасиеттерін зерттеу. 
Барлық тәжірибелер зертханалық жағдайда физика-химиялық, биохимиялық, микробиологиялық зерттеулердің заманауи  әдістерін қолдана отырып жүргізілді.  
Жұмыс кезеңінің алға қойылған міндеттері техникалық сипаттамалар мен 2018 жылға арналған жұмыс жоспарына сәйкес толығымен орындалды. 
Ғылыми жұмыс кезеңінің техникалық-экономикалық көрсеткіші жоспарланған тәжірибелер мен экономикалық өзектілігін бағалау арқылы алынған нәтижелермен сипатталады.
Ленгер көмір кен орнының қоңыр көмірінің физика-химиялық және микробиологиялық қасиеттерін зерттеу барысында алынған нәтижелер ғылыми мақсаттарда және қоршаған орта биотехнологиясы мен экологиясы бойынша оқу материалдарын дайындауда қолданылуы мүмкін. 
Ғылыми - ұйымдық жұмыс: жарияланған жұмыстың саны – 10, соның ішінде ғылыми мақалалар – 2, тезистер – 8. Конференцияға қатысуы - 8, ұсынылған баяндама саны – 8. 
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5

ОПРЕДЕЛЕНИЯ, ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ

В настоящем отчете о НИР применяются следующие термины:
КОЕ – Колониеобразующие единицы (Colony Forming Units, CFU)
ОМЧ – Общее микробное число (Total Microbial Count, TMC)
ПЦР – Полимеразная цепная реакция (Polymerase Chain Reaction, PCR)
РСА – Рентгеноструктурный анализ (X-ray crystal analysis)
РФА – Рентгенофлуоресцентный анализ (X-ray fluorescence analysis)
СНП – Секвенирование нового поколения (Next Generation Sequencing, NGS)
A – Зольность пробы угля, %
ACE – Оценка реального количества таксонов (Abundance-based Coverage Estimator)
EDX – Энергодисперсионный рентгеновской спектроскопия (Energy-dispersive X-ray spectroscopy)
FTIR – Инфракрасная спектроскопия Фурье-преобразования (Fourier-Transform Infrared Spectroscopy)
LLE – Окисленный бурый уголь Ленгерского угольного месторождения (Lenger Leonardite)
LLI – Бурый уголь Ленгерского угольного месторождения (Lenger Lignite)
OTU – Операционная таксономическая единица (Operational Taxonomic Unit)
Q – Удельная теплота сгорания пробы угля, кДж/кг
V – Выход летучих веществ в угле, %
W – Массовая доля влаги в аналитической пробе угля, %













ВВЕДЕНИЕ

Увеличение в последние годы объемов добычи твердых энергоносителей в связи с экономической целесообразностью ускоренного развития производства вызывает проблемы накопления техногенных ресурсов в виде твердых отходов угледобычи, интенсивно воздействующих на окружающую среду и ухудшающих экологическую обстановку в районах добычи и переработки топлив. Углеотходы – один из видов антропогенных источников, полностью удовлетворяющий требованием их рационального и эффективного освоения, такие, как и природные ресурсы. Вместе с тем в период бурного развития угольной промышленности накоплен достаточный опыт исследования, которые показывают возможность использования различных отходов угольных месторождений в разнообразных сферах хозяйственной деятельности. Однако, большинство существующих способов использования твердых углеотходов обладают минимальной экологичностью. Внедрение в процесс производства биотехнологических процессов соответствует требованиям экологически чистых и устойчивых – «зеленых технологий». Одной из перспективных технологий утилизации твердых углеотходов, которая согласуется с основными экологическими тенденциями, является технология получения энергетических ресурсов путем микробной конверсии отходов угольных шахт и других предприятий. 
В связи с этим утилизация твердых отходов угольной промышленности технологией микробной конверсии и трансформации в твердые энергоносители, позволяющая снизить антропогенную нагрузку на окружающую природную среду является актуальной научной задачей. 
Цель данного этапа исследований - изучение физико-химических и микробиологических свойств бурых углей Ленгерского месторождения. 
Задачи исследований: 
1. Изучение физико-механических и химических свойств бурых углей Ленгерского месторождения.
2. Определение содержания серы и сернистых соединений в образцах бурых углей Ленгерского месторождения.
3. Изучение биоразнообразия, численности и физиолого-биохимических свойств микробного сообщества бурых углей.
4. Исследование метаболических возможностей выделенных культур микроорганизмов при их росте на средах, содержащих различные концентрации бурых углей.

ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ

1 Выбор направления исследований
Биотехнологические приемы позволяют эффективно и безопасно получать ценные продукты из различного исходного сырья. Достижения биотехнологии с недавних пор начали утилизировать для увеличения добычи и переработки традиционных видов топлив, таких как нефть, мазут, уголь и т.п. [1]. 
Известно, что ископаемые твердые топлива – это природные полимеры гетерогенного строения, включающие в свой состав различные минеральные, органические и органоминеральные компоненты. Их соотношение в каждом конкретном топливе в основном определяется степенью его метаморфизма [2]. Биотехнологическая конверсия бурого угля может быть направлено на получение из него различных видов продуктов, а также улучшения его специфических потребительских свойств. В зависимости от способа биоконверсии бурого угля и используемых при этом групп микроорганизмов различают два основных технологических методов переработки – аэробный и анаэробный. В первом случае, за счет подачи кислорода происходят окислительные процессы, обеспечивающие фракциональной деструкции, т.е. солюбилизации структуры бурого угля; во втором случае (анаэробная система) протекают процессы, ведущие к формированию метана и углекислого газа в угольной суспензии. Значительный эффект на осуществление процесса биоконверсии органической и минеральной части твердых топлив оказывают вырабатываемые микроорганизмами в процессе их жизнедеятельности сурфактанты и ферменты [3,4].
К настоящему времени, главными направлениями биоконверсии разных углей является оптимизация их экологических характеристик для энерготехнологического использования путем биосолюбилизации (биорастворение), биодесульфуризации (удаления серных соединений), биодеминерализации и биогазификации [5-7]. 
При разработке биотехнологических способов используют различные сообщества бактерий и грибов, а процессы могут быть реализованы как в мезофильном (при температуре ~ 30°С), так и термофильном (температура процесса 40-65°С) условиях [8].
В разных работах [9], на примере бурого угля, получены прямые доказательства существования огромного числа аборигенных микроорганизмов, пригодных для биоконверсии и биопереработки углей, что делает актуальным изучение факторов их существования и размножения в нативной среде. Использование низкокачественного топлива для утилизации и сжигания требует очистки его от вредных примесей, особенно серосодержащих. В работе [10] указывается, что при микробиологической переработке под действием микробных культур увеличивались доли карбонильных и алифатических групп в биопереработанном угле. 
В работе [11] показано, что разработка процессов биоконверсии бурых углей сдерживается недостаточным знанием механизма воздействия микроорганизмов на уголь, изучаемых в качестве агентов для биопереработки углей, практически неизвестны их метаболические возможности. Авторами [12] описана попытка использования для биосолюбилизации бурого угля аборигенных бактерий, изолированных в местах добычи углей. Биосолюбилизацию углей проводили при 25°С в культуральной среде с содержанием угля в концентрации 2%. При этих условиях степень солюбилизации углей составила ~30%, при повышении температуры процесса до 100°С степень солюбилизации повышалась до ~45%.
При биосолюилизации бурого угля лучшие результаты были показаны микроорганизмами Streptomyces sp., Candida sp., и Penicillium sp. В течение 70 суток интенсивность биосолюбилизации бурого угля данными микроорганизмами составила до 90% [13]. 
В ряде зарубежных работ [14, 15] приведены результаты экспериментов, в которых помимо биосолюбилизации бурых углей сделаны попытки анаэробной биодеструкции углей с получением метанового газа. Эти работы проводятся с целью разработки биотехнологий использования микробных способов для извлечения метана из угольных пластов.
Современная экологическая ситуация в урбанизированных регионах ужесточает требования к качеству сжигаемого коммунально-бытового твердого топлива, вместе с тем, сжигаемое в коммунально-бытовом хозяйстве топливо должно обладать низким содержанием серы, минимальной дымностью и необходимым гранулометрическим составом. Анализ мировой практики получения бездымного топлива [16] показывает, что традиционные технологические способы, предполагают процесс брикетирования бурого угля со связующими агентами. Ряд технологических решений основан на методе прессования угольной шихты за счет использования эффекта пластического слоя самого угля, либо применяемого органического связующего.
Комплекс научных исследований был направлен на конструкцию технологических параметров отбора перспективных микроорганизмов, создания биосурфактантов посредством биоконверсии бурых углей, на изучение их биосолюбилизаций, технологических параметров подготовки получаемого биосвязующего, а также на исследование возможности получения бездымного топлива.
Внедрение технологии брикетирования с биосурфактантами микробного происхождения обычно применительно к бурым углям, который позволяет получать брикетированные топлива достаточной прочности, сгорающих с образованием минимального количества вредных выбросов. Разные исследования [17] показали возможность использования для брикетирования бурых углей класса Б2-БЗ с влажностью 20-40%. 
Бурые угли Ленгерского угольного бассейна, промышленные запасы которых оцениваются в 34 000 тыс.т., характеризуются средней зольностью, значительным содержанием серы. Другими причинами, определяющими целесообразность получения из бурого угля Ленгерского происхождения энергоэффективного твердого топлива, являются их средняя влажность.
С учетом того, что в Казахстане огромная часть населения проживает в поселках и деревнях, проблема производства экологически чистого и безопасного брикетированного топлива для коммунального потребления приобретает большое социальное и экономическое значение.
По указанным объективным причинам разработка более эколого-экономичных и эффективных технологий производства брикетированных бездымных топлив является актуальной.

















2 Материалы и методы исследования 
2.1 Объекты исследования
В работе были использованы бурые (LLI) и окисленные бурые (LLE) угли Ленгерского (Каратауского) угольного бассейна (42°10'51.7"N 69°52'58.8"E) Южно-Казахстанской области группы Б3 (таб. 1). Отбор проб угля проводили согласно ISO 18283:2006 «Hard coal and coke - Manual sampling и ISO 13909-4:2016 Preview Hard coal and coke - Mechanical sampling - Part 4: Coal - Preparation of test samples» (ГОСТ 10742-71).

Таблица 1 - Петрологические характеристики проб углей 
	
	Характеристика 
	LLI
	LLE

	1
	Пробы  
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	2
	Цвет 
	Темно-бурый 
	Коричневато-бурый

	3
	Излом 
	Занозистый
	Неровный, угловатый 

	4
	Блеск 
	Стеклянный 
	Шелковистый 

	5
	Текстура 
	Неравномерно-штриховатая
	Неоднородная 

	6
	Отдельность 
	Эндогенная 
	Экзогенная 



2.2 Материалы 
В работе были использованы следующие питательные среды для роста микроорганизмов: 
Модифицированная минеральная среда (мг/л): NH4NO3 - 2,50, KH2PO4 - 1,75, K2HPO4 - 0,75, MgSO4 - 0,75, NaCl - 0,25 и (µг/л) ZnSO4 - 88,0, FeCl3 - 88,0, CuSO4 - 16,0, MnCl2 - 14,0, MoO3 - 7,0, Co (NO3)2 - 5,0. В качестве единственного источника C и N добавляли стерильный бурый уголь.
LB среда (Luria-Bertani Medium) - для поддержания жизнедеятельности и получения биомассы бактерий. Состав (г/л): триптон - 10,0, дрожжевой экстракт - 5,0, NaCl - 5,0.
Мясопептонный агар (Nutrient agar) - для выделения и роста различных микроорганизмов. Состав (г/л): пептон - 5,0, NaCl - 5,0, мясной экстракт - 1,5, дрожжевой экстракт - 1,5, агар - 15,0. 

2.3 Методы исследований 
Технический анализ угля выполнен в соответствии с [18-22]. 
Определение влажности пробы бурого угля Ленгера (W, %). 
Во взвешенный бюкс отбирали 1 г пробы угля. Бюкс с навеской помещали в сушильный шкаф, нагретый до 105-110°С, и сушили в течение 60 мин. После чего бюкс вынимали из сушильного шкафа, закрывали крышкой и охлаждали 2-3 мин на воздухе, затем в эксикаторе до комнатной температуры, по завершении которого взвешивали. За результат принимали самую низкую массу. Массовую долю воды аналитической пробы (W) в процентах вычисляли согласно формуле (1):
	
	(1)


где m1 - потеря массы при сушке навески, г.; m - масса навески, г.
Определение зольности пробы бурого угля Ленгера (А, %). 
В фарфоровые лодочки помещали навеску в количестве 1 г. Навеску в лодочках размещали равномерным слоем, не допуская насыпания угля на края тары, затем помещали в муфельную печь, нагретую до 300°С. Закрыв дверцу, постепенно в течение часа нагревали муфель до температуры 800°С выдерживая при этой температуре 1 ч. После чего лодочки с зольным остатком вынимали из муфеля, охлаждали на воздухе 5 мин, а затем в эксикаторе при комнатной температуре. Зольность пробы топлива (А, %) рассчитывали согласно формуле (2):
	
	(2)


где G1 - масса зольного остатка, г; G - масса навески пробы угля, г.
Определение содержания общей серы в пробе бурого угля (Stotal, %). 
Общее содержание серы (Stotal, %) включает серу органическую (SO, %), пиритную (SP, %) и сульфатную (SS, %). 
Для анализа исследовали навеску пробы угля в количестве 1±0,1 г. Содержание общей серы в аналитической пробе бурого угля (Stotal, %) определяли по сернокислому барию (BaSO4) в соответствии с протоколом. Величину в % вычисляли по формуле (3):
	
	(3)


где G - навеска пробы угля, г; G1 - масса BaSO4, полученного при анализе пробы угля, г; G2 - масса BaSO4, полученного при контрольном анализе, г; 0,1373 – коэффициент пересчета массы BaSO4 на массу серы.
Содержание сульфатной серы (SS, %) определяли при кипячении в разбавленной HCl содержащихся в навеске угля сульфатов с последующим осаждением сульфат-иона в виде BaSO4.
Содержание пиритной серы (SP, %) определяли окислением навески угля HNO3 с последующим определением серы титрометрически по колчеданному железу:
	
	(4)


где, N – концентрация раствора тиосульфата натрия, н. v – объем раствора, израсходованный на титрование, мл; v1 – объем раствора в контрольном опыте, мл; 0,064 – содержание серы в 1 мл 1 н. раствора тиосульфата натрия, г; m навеска бурого угля, г. 
Содержание органической серы (SO, %) находят по формуле (5):
	
	(5)


Определение выхода летучих веществ в пробе бурого угля Ленгера (V, %). 
Для анализа использовали навеску пробы бурого угля в количестве 1 г и помещали в предварительно взвешенный тигель, который с закрытой крышкой помещали в муфельную печь, прогретую до 850°С. По истечении 7 мин тигель вынимали из печи, охлаждали на воздухе с крышкой, затем в эксикаторе до комнатной температуры. Взвешивали и освобождали от нелетучего остатка. Выход летучих веществ в пробе угля (V, %) вычисляли по уравнению (6):
	
	(6)


где m1 – масса пустого тигля с крышкой, г; m2 – масса тигля с крышкой и навеской до нагревания, г; m3 - масса тигля с крышкой и остатком после нагревания, г; W – массовая доля (%) влаги в пробе бурого угля.
Определение теплоты сгорания пробы бурого угля. 
Используемый метод основан на полном сжигании пробы угля Ленгерского угольного месторождения в калориметрической бомбе при постоянном объеме в среде сжатого кислорода. Измеряли подъем температуры сосуда за счет теплоты, выделившейся при сгорании топлива, вспомогательных веществ, а также при образовании водных растворов HNO3 и H2SO4 в условиях испытаний. Применяли калориметр сжигания жидкостного типа. Удельная теплота сгорания пробы угля (Q, кДж/кг) рассчитывалась по формуле (7):
	
	(7)


где Сi - энергетический эквивалент калориметрической системы, кДж/°С; ∆t – исправленный прирост температуры в сосуде калориметра; m1 – различие масс запальной проволоки до и после сжигания, кг; q1 – удельная теплота сгорания проволоки; m – масса навески пробы топлива, кг.
Определение плотности бурого угля 
В качестве механической характеристики бурого угля определяли истинную прочность технометрическим способом [ГОСТ 2160-62]. Плотность угля на сухую массу (г/см3) рассчитали согласно формуле (8):
	
	(8)


где
	
	(9)


m – сухая масса навески, г; m1,m2 – масса пикнометра соответственно с раствором смачивателя и навеской угля, г; а – навеска угля, г; W – содержание влаги в пробе угля, %. 
Элементный анализ
Элементный анализ выполнен на стандартной установке vario EL cube (Германия) для элементного микроанализа, а также сканирующем электронном микроскопе JEOL-6380LV (Jeol, Япония), оборудованного EDAX GENESIS 2000.
Рамановская спектрометрия (Raman spectrometry)
Для анализа структурного состава бурого угля применялся Рамановский спектрометр Solver Spectrum (NT-MDT, Россия). Спектры были получены при возбуждении твердотельным диодным лазером с длиной волны λ=473 нм. Лазерная линия была сфокусирована на образце посредством объектива 100 х / 0,7 NA Mitutoyo, формируя пятно диаметром 2 мкм. Спектральное разрешение дифракционной решетки 4 см-1. 
Рентгеноструктурный анализ (X-ray diffraction analysis)
Рентгенофлуоресцентный анализ минеральной части бурого угля выполнялся на дифрактометре Empyrean X-ray Diffraction System (Голландия) способом разложения рентгеновского излучения. 
Инфракрасная спектроскопия с преобразованием Фурье (Fourier-transform infrared spectroscopy - FTIR)
FTIR анализировали с использованием спектрометра Nicolet 6700 с КВr. ИК-спектр образца бурого угля регистрировался в диапазоне от 400 до 4000 см-1. 
Характеристика: количество сканирований – 32; разрешение – 4,000; дополнение нулями – 2; HeNe частота лазера – 15798,0 см-1; позиция пика – 8192. Функция аподирования - N-B; фоновые сканирования – 32; фоновый коэффициент усиления – 1,0; Оптическое волокно – 100,00; фильтр верхних частот - 200,0000; фильтр нижних частот - 20000,0000; Метод сбора данных - GC / IR; Конечный формат - % передача.
Микроструктурные анализы 
При анализе образцов бурого угля использовался прямой оптический микроскоп DM 6000M (Leica). Микроскоп оснащен шестью объективами с максимальным увеличением 150х и разрешением до 200 нм. В исследованиях применялись методы светлого (BF) и темного поля (DF).
Сканирующий электронный микроскоп Quanta 200i 3D (FEI, Голландия) при ускоряющем напряжении 10-30 кВ использовали для изучения топографии поверхности угля и измерения микрообъектов. 
Метод определения общего числа микроорганизмов (Метод Коха)
Угольные образцы отбирают с помощью стерильного инструмента, исследование проводится в день взятия образцов. Сущность метода Коха заключается в высеве исследуемой пробы угля на плотную питательную среду в чашки Петри и последующем подсчете выросших КОЕ [23]. Работа проводится в три приема: приготовление разведений → посев в чашки Петри → подсчет выросших колоний.
Количественный учет колоний осуществляется по формуле (10):
	
	(10)


где, а - среднее количество микроорганизмов, выросших  в одной чашке Петри; μ - степень разведения; V- количество инокулята, введенного для посева.
Методы культивирования микроорганизмов
Для поддержания жизнедеятельности клетки выделенных культур выращивались на МПА при температуре 30ºС в течение 1-2 дней, жизнеспособность клеток поддерживали путем пересева через 1-2 месяца и сохраняли при температуре ~ 7ºС. 
Для получения чистых культур использовался метод выборочного (4 сегментного) посева клеток культур бактерий.
Идентификация выделенных бактерий 
Идентификация 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, а также построением филогенетических дендрограмм с нуклеотидными последовательностями референтных штаммов.
Исследование способности чистых культур бактерий расти на буром угле
Изучение способности к росту на буром угле проводили в 300 мл колбах Эрленмейера с 100 мл стерильной минеральной среды, куда добавляли бурый уголь в концентрации 5%. Бурый уголь стерилизовали в автоклаве при 1 атм. Питательные среды инокулировали двухсуточной бактериальной суспензией с концентрацией клеток бактерий около 108 кл/мл. 
Процесс вели в термошейкере с механическим перемешиванием (150 об/мин) при температуре 30°С. Продолжительность процесса контакта угля с бактериальной культурой составляла до 14 дней. О способности к росту на среде с бурым углем бактерий судили по интенсивности размножения клеток. Опыты проводили в трехкратной повторности. 
Использование методов современной метагеномики с использованием технологии секвенированного нового поколения Illumina 
Общий подход подготовки библиотек для СНП на платформе Illumina включает несколько этапов: 
1. Выделение тотальной ДНК из образца; 
2. Определение участков для секвенирования и скрининг праймеров для дальнейшей амплификации с помощью ПЦР; 
3. Двойное баркодирование полученных библиотек для секвенирования; 
4. Секвенирование; 
5. Биоинформатический анализ и визуализация полученных данных. Каждый этап выполнялся по стандартным протоколам компании-производителя [24]. Секвенирование образцов проводилось на приборе HiSeq компании Illumina (США) в университете Внутренней Монголии (Китай) согласно стандартным протоколам [25]. Спецификация и основные характеристики платформы Illumina представлены на официальном сайте компании https://www.illumina.com








3 Результаты исследований и обсуждение
3.1 Изучение физико-механических и химических свойств бурых углей Ленгерского месторождения
Результаты изучения технических характеристик, элементного анализа проб бурого угля месторождения Ленгера представлены в табл. 2 и 3. 
Сопоставление этих данных для исследуемого образца угля с результатами исследований месторождения Ленгера, проведенных ранее [26, 27] обнаружили их соответствие по ряду показателей. Однако, данные по содержанию серы и зольности в пробе бурого угля Ленгерского угольного месторождения, полученные нами и авторами этих работ, заметно различались. Так, процент зольности исследуемых нами аналитических проб был немного ниже, а содержание серы, напротив, заметно выше. По-видимому, эти различия обусловлены разными методами подготовки проб для проведения технического анализа и определения элементного состава образца бурого угля. 
Таким образом, на основании проведенных исследований можно заключить, что аналитическая проба бурого угля выборки 2018 г. из основного пласта месторождения Ленгера относится к среднекалорийному, среднесернистому топливу с заметной зольностью и средней влажностью класса Б3. 

Таблица 2 - Технические характеристики проб бурого угля месторождения Ленгера 
	Показатель
	Результат анализа

	Массовая доля влаги в аналитической пробе угля, W, %
	9,8

	Зольность пробы угля, A, %
	21,2

	Выход летучих веществ в угле, V, %
	43

	Удельная теплота сгорания пробы угля, Q, кДж/кг
	7 300



Таблица 3 - Элементный анализ бурого угля Ленгерского угольного месторождения, в расчете на беззольную, безводную массу, %
	Элементы
	C
	H
	N
	S
	O

	%
	41,3 ± 0,7
	1,52 ± 0,1
	0,85 ± 0,1
	1,61 ± 0,3
	6,74 ± 0,6



В целях установления элементного состава бурого угля Ленгерского угольного месторождения альтернативно был проведен элементный анализ с использованием сканирующего электронного микроскопа, оборудованного EDX GENESIS 2000 детектором (рис. 1). 
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Рисунок 1 - Элементный анализ бурого угля Ленгерского угольного месторождения, в расчете на Wt%

Как видно, в составе исследуемого бурого угля тяжелые металлы отсутствуют. Присутствие в составе серы, натрия, азота, кварца, марганца и железа дает возможности для роста и размножения в нем микроорганизмов, которые используют эти элементы в качестве питательного компонента. 
Истинная плотность бурого угля (масса единицы объема бурого угля) без учета пор и трещин составила 1,45 г/см3. 
Молекулярную структуру исходного угля, а также его индивидуальных компонентов характеризовалась по результатам спектральных анализов, ИК-, УФ-, Романовской спектроскопии. 
Инфракрасная спектроскопия
Результаты ИК-спектральных исследований Ленгерского бурого угля представлены на рисунке 2. 
В ИК-спектре исходного бурого угля идентифицированы следующие структурные фрагменты (v, cm-1): 
- ароматические циклы (1500-1600 и 700-900);
- метильные и метиленовые группы алкильных цепей (1450-1470 и 800-1100);
- двойные связи (1320-1270 и 870-520);
- карбонильные группы алифатических и алкилароматических кетонов (1100, 1220-1130 и 1330-1220);
- сложноэфирные группы (1320-1000);
- алкоксильные группы (2850, 2830-2815);
- гидроксильные группы фенолов и спиртов (1450-1370);
- кислород-, серо- (1565, 1030-1015, 870-845 и 800-740) и азотсодержащие гетероциклы (1100-1000, 1210-1190 и 900-670).
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Рисунок 2 - ИК-спектр бурого угля Ленгерского угольного бассейна

Рентгеноструктурный анализ 
Результатом исследования бурых углей на рентгеновском дифрактометре явилась рентгенограмма (рис. 3). Рентгеновская дифрактограмма имела высокую фоновую интенсивность, указывающую на наличие неупорядоченных материалов в виде аморфного углерода. В частности, дифрактограмма образцов оказалась более экстенсивной по направлению 10° < 20. 
[image: ]
Рисунок 3 - Рентгеноструктурный анализ
Широкие пики наблюдались при 20 = 12,2° (каолинит), 20,8° (кварц), 23,2° (кальцит), 24,9° (каолинит) и 26,7° (кварц), что указывают на наличие кристаллических углеродных (графитоподобных) структур.

Рамановская спектрометрия
Рамановские спектры были измерены при возбуждении синим лазером с длиной волны 473 нм. В основном все спектры представлены двумя характерными для аморфного углерода пиками (рис. 4). Данные пики относятся к так называемым полосам D (diamond) и G (graphite). 
[image: F:\roman untitled.png]
Рисунок 4 - Раман-спектор образца бурого угля

На фоне полосы люминесценции выявляются интенсивные рамановские линии с максимумами при ~1370 см-1 (рассеяние на аморфных карбоновых и метиловых групп) и ~1600 см-1 (рассеяние на ароматических кольцах и сопряженных с ними C=O-связях в дикарбоновых кислотах, а также алкен C=C). Образцы имеют неоднородную структуру в зависимости от области на каждой отдельной частице. 
В целях первичного исследования микроструктуры был использован оптический микроскоп Leica DM 6000M. На снимках можно увидеть слоистую архитектуру бурого угля (рис. 5). 
Было получено изображение относительно ровной поверхности структуры образца бурого угля, поверхность неравномерно покрыта порами, также присутствует направленность упорядоченной структуры угля.
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Рисунок 5 - Пористая структура Ленгерского бурого угля

Для детального анализа структуры поверхности был применен метод сканирующей электронной микроскопии. На рисунке 6 представлены микроснимки образца исследуемого материала. 
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Рисунок 6 - СЭМ-изображения исследуемого образца

Анализ бурого угля методом сканирующей электронной микроскопии свидетельствует о разнообразии поверхностных структур. Поверхность материала характеризуется гетерогенной структурой с локальными скоплениями изометричных форм, что свидетельствует о наличии в составе вторичных минералов, такие как кварц и пирит. На поверхности также встречаются глобулярные микроструктуры, размер которых составляет 0,1-2 µm.  
Таким образом, в результате проведенных исследований химического состава и физико-химической структуры бурого угля была выяснена пригодность этого сырья для проведения биоконверсии.

3.2 Определение содержания серы и сернистых соединений в образцах бурых углей Ленгерского месторождения.
Выбор путей использования твердого топлива часто зависит от содержания в них общей серы (Stotal). Именно поэтому она является важнейшим показателем качества угля. Формы серы (SS, SO, SP) определяют, как правило, только при необходимости полной характеристики низкокачественного топлива.
Элементный анализ, который был описан выше, предусматривает определение, наряду с C, H, O, N, также и органической серы. Так как содержание S в угле может существенно влиять на их технологические показатели, нами проведены анализы по определению различных видов серы.
В твердом угольном топливе различают серу сульфидную SC и пиритную SP, входящие в сульфиды и бисульфиды металлов, серу органическую SO, входящую в состав органической массы угля, сульфатную SS находящуюся в виде сульфатов металлов, и элементную SE, присутствующую в топливе в свободном состоянии. Сумма указанных разновидностей серы составляет общую серу – Stotal.  
Одним из показателей, характеризующих техническую природу угля – общая сера (S, %) – указывает на суммарное содержание этого элемента во всех соединениях, пересчитанное условно на элементную серу (%) по отношению к анализируемой навеске.
Согласно ISO 334-74 принят гравиметрический метод, основанный на поглощении образующихся при сжигании угольного топлива окислов серы смесью Эшка с образованием сернокислых солей Mg и Na. Образовавшиеся соли растворяют в горячей воде и осаждают BaCl2 в подкисленном соляной кислотой растворе. По количеству BaSO4 вычисляют массовую долю серы.
По международному стандарту ISO 157-75 сульфатная сера (SS) определяется весовым методом. Данный способ сводится к растворению сульфатов твердого топлива в HCl и осаждению сульфат-ионов BaCl2.
В международном стандарте ISO 157-75 приведен метод окисления, основанный на определении содержания железa, связанного с серой (SP) в виде FeS2, исходя из того, что при окислении пирита HNO3 образуются растворимые сульфаты, по количеству которых определяют содержание пиритной серы.
Массовую долю органической серы (SO) определяют по разности путем вычитания из массовой доли SS, SP и Stotal.
Согласно полученным результатам (табл. 4), в угле Ленгерского бассейна сернистость составляет около 3,14%, т.е. он принадлежит к средносернистым углям.

Таблица 4 - Сумма различных видов серы в образце бурого угля Ленгерского угольного месторождения 
	Виды серы
	Содержание, %

	Общая сера – Stotal 
	3,14

	Сульфатная сера – SS 
	<0,01

	Пиритная сера – SP 
	1,61

	Органическая сера – SO
	1,53



В распределении серы по твердому топливу различной природы и степени созревания нет определенной закономерности. Отдельные виды S в составе Stotal, принимаемой за 100%, часто распределяются в углях почти поровну между SP и SO, поскольку количество SS не превышает 15% всей серы [28].

3.3 Изучение биоразнообразия, численности и физиолого-биохимических свойств микробного сообщества бурых углей
Несмотря на хорошо установленную роль микроорганизмов в формировании угля, микроорганизмы бурых углей изучены крайне недостаточно и поверхностно. В доступной нам литературе [1, 29] встречается упоминание о бактериях и грибах, обитающихся в бурых углях. 
В рамках данной работы нами была проведена обработки данных по изучению таксономического разнообразия гена 16S rDNA с целью его более рационального использования в исследованиях по микробиологическому мониторингу угольных пластов. 
Цель данного этапа исследования - анализ результатов изучения таксономического разнообразия микробных сообществ Ленгерского бурого угля (LLI)  полученных с использованием метагеномных технологий. Для детального рассмотрения и сравнения использовался леонордит (окисленный бурый уголь - LLE). 
Поскольку количество последовательностей в пробах бурого угля варьировало в широких пределах, а также для подсчета различных индексов разнообразия (табл. 4) нами использовались средние значения показателей, подсчитанных для случайных выборок последовательностей каждого образца (анализ «Rarefaction»). 
Результаты анализа  последовательностей, проведенного для этих выборок, показали разнонаправленную динамику накопления OTU по мере увеличения объема секвенированных последовательностей (рис.7, кривая разведения). Угол наклона кривых на графике является дополнительным показателем биоразнообразия - чем больше угол наклона, тем более разнообразным является микробиом. А кривая численности показывает динамику относительной интенсивности видового состава микробных сообществ. 
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	Кривая разведения
	Кривая численности

	Рисунок 7 - Результаты теста «Rarefaction»



Данные по видовому богатству (количество выявленных OTU) и индексы биоразнообразия для образцов LLI и LLE приведены в таблице 5.

Таблица 5 - Основные показатели биоразнообразия для угольных образцов
	Пробы
	Количество сиквенсов
	Количество OTU
	Индекс Shannon
	Индекс Chao1
	Индекс ACE

	LLI
	541
	628
	1.800
	593.161
	611.707

	LLE
	1141
	1212
	6.953
	1183.221
	1188.680



Выявленный в сообществах микроорганизмов уровень биоразнообразия, в целом, достигал высоких значений - около тысячи видов. Наиболее богатым в видовом отношении оказался образец LLE. Как показывают данные теста на индекс разнообразия, в случае LLE повышенный уровень биоразнообразия связан с его высокой степенью окисления (проветривания), что может являться источником химической энергии для различных микроорганизмов. 
	[image: C:\Users\Akimbekov.nuraly\Desktop\Гумус\Отчет\Рисунок1.jpg]
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	Рисунок 8 - Статистика кластеризации и аннотации по OUT
	Рисунок 9 - Статистика последовательностей образцов угля на разных уровнях классификации



Интересным представляется тот факт, что LLE характеризуется высоким показателем индекса Shannon, сравнимым с LLI, что также указывает на наличие в данном объекте микросообщества климаксного типа (рис. 8, 9).
При анализе таксономической структуры микробного сообщества на уровне домена было обнаружено, что абсолютное большинство в микробиоме составляют бактерии. 
Так, в образце LLE доля бактерий составила 99,0 %, а архей всего 1,0 % (рис. 10). В образце LLI археи не были обнаружены (рис. 11).  
В ходе таксономического анализа нуклеотидных последовательностей на уровне филумов (phylum) в пробах были выявлены представители 10 бактериальных груп: Proteobacteria, Tenericutes, Actinobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, Nitrospirae, Chloroflexi, Gemmatimonadetes, Acidobacteria и Fusobacteria. Помимо бактерий с установленной систематической принадлежностью, эти пробы содержали различное количество неидентифицируемых на уровне филумов последовательностей, доля которых составляла 0,06% для LLI и 3% для LLE. А для архей неидентифицируемых последовательностей обнаружено не было.
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Рисунок 10 - Таксономическая классификация бактериального микробома пробы LLE, визуализированная с помощью программного обеспечения Krona
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Рисунок 11 - Таксономическая классификация бактериального микробома пробы LLI, визуализированная с помощью программного обеспечения Krona
Большое количество неопределенных последовательностей было выявлено не только на уровне филумов, но и на уровне семейства (family). Из рис. 12 и 13 видно, что максимальная доля этих последовательностей наблюдается в образце LLE, что говорит о наличии богатого микробиоразнообразия.
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	Рисунок 12 - Таксономическая структура сообщества на уровне филумов
	Рисунок 13 - Таксономическое разнообразие микробиома на уровне семейства



Как показывает анализ таксономической структуры сообщества на уровне семейства в LLI наблюдается высокий уровень разнообразия Phyllobacteriaceae. Состав семейств бактерий в LLE сильно отличается от LLI, так, в образце LLE были обнаружены в основном Nitrospiraceae и Micrococcaceae.
Таким образом, впервые на основе анализа данных высокопроизводительного секвенирования описана таксономическая структура метагенома микробного сообщества угольного пласта. Впервые проведены методы математического моделирования динамики микробиомов бурого угля Ленгерского угольного месторождения в таксономическом пространстве гена 16S rDNA с вычислением интегральных параметров, описывающих их структуру и динамику. 
Далее проведена микробиологическая количественная характеристика пробы бурого угля. Общее микробное число образцов Ленгерского угольного месторождения было определено по показателю КОЕ.
В таблице 6 представлены результаты изучения количественного содержания аэробных и анаэробных микроорганизмов образцов бурого угля.

Таблица 6 - Общее микробное число образцов LLI и LLE
	Образцы
	Общий численный показатель микробов, КОЕ/мг

	
	Аэробы
	Анаэробы

	LLI
	17,2х104
	3,8х103

	LLE
	20,8х105
	0,4х102



В ходе изучения общего количества микроорганизмов образцов LLI и LLE выявлено, что общее количество аэробных микроорганизмов составило 17,2х104 КОЕ/мг и 20,8х105 КОЕ/мг, соответственно. Как видно, количество аэробных микроорганизмов в LLI на порядок ниже LLE, тогда как, содержании анаэробов в пробах наблюдается обратная корреляция, так в LLI - 3,8х103 КОЕ/мг, а в LLE количество анаэробов значительно меньше - 0,4х102 КОЕ/мг. Такие результаты коррелируют с локализацией бурых углей, так пробы LLI были отобраны на глубине, а LLE были взяты с поверхности угольного террикона, где создавался процесс окисление в результате длительного выветривания. 

Таблица 7 - Первичное изучение микрофлоры бурых углей 
	№
	Пробы
	Название культур
	Характеристика колонии
	Морфологические характеристики штаммов

	1
	LLI
	RKB 2
	Круглая, беловатого цвета, поверхность выпуклая, края кривые, блестящая, диаметр ~3 мм
	Грамположительные, палочковидной формы клетки, размером 0,7-4 µm, неспоровые

	2
	LLE
	RKB 3
	Круглая, светло зеленого цвета, слизистая, поверхность шероховатая, края гладкие, диаметр ~4 мм
	Крупные, грамотрицательные палочки, размером ~3 µm, подвижные 

	3
	
	RKB 4
	Круглая, светло-красного цвета, выпуклая поверхность, края гладкие, диаметр ~5 мм
	Грамотрицательные, палочковидные, размер 2,5-4 µm, неспоровые

	4
	
	RKB 10
	Круглая, светло зеленого цвета, слизистая, поверхность шероховатая, края гладкие, блестящая, диаметр ~4 мм
	Грамотрицательные, палочковидной формы клетки, размером 2-3 µm, подвижные 



Для определения различных физиологических групп культивируемых микроорганизмов бурого угля, были созданы элективные условия, с применением специальных питательных сред, создающих более благоприятные условия для роста и развития определенного инокулята. Так, в результате проведенных исследований с использованием элективной среды, из проб Ленгерского угольного месторождения были выделены 4 культуры микроорганизмов. Проведено первичное изучение изолированных микроорганизмов (табл. 7). 
На следующим этапе исследования были определены фенотипические характеристики изолированных бактерий. Было проведено исследование по морфологическим признакам (форма и размер клетки, тип соединения клеток, наличие споры и капсулы, принадлежность к окраске по Грамму, подвижность) с помощью микроскопирования.
В работе использовались классические микробиологические методы [23] изучению физиолого-биохимических свойств выделенных бактерий (табл. 8).
	
Таблица 8 - Физиолого-биохимические свойства изолированных бактерий проб бурого угля 
	Штаммы
	Характеристики

	
	Каталазная активность
	Оксидазная активность
	Индол тест
	Редукция нитратов
	Подвижность
	Гидролиз
	Ассимиляция

	
	
	
	
	
	
	Казеина
	Желатины
	Крахмала
	Глюкозы
	Мальтоза
	Маннита
	Арабинозы
	Ксилозы
	Лактозы
	Маннозы
	Сорбита

	RKB 2
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-

	RKB 3
	+
	-
	±
	+
	+
	-
	-
	-
	+
	+
	+
	-
	-
	-
	-
	-

	RKB 4
	+
	-
	+
	+
	+
	-
	-
	-
	+
	+
	+
	-
	-
	-
	-
	-

	RKB 10
	+
	-
	±
	+
	+
	-
	-
	-
	+
	+
	+
	-
	-
	-
	-
	-



В ходе изучения морфологических, культуральных и физиолого-биохимических признаков нами было показано, что культуры RKB 3, RKB 4 и RKB 10 имели сходные морфофункциональные и фенотипические характеристики, что является поводом относить эти культуры к одному роду Providencia, а RKB к Bacillus. Таким образом было отобрано 2 штамма бактерий RKB 2 и RKB 10 для генетического анализа. 
Генотипирование 2 изолята было осуществлено методом определения прямой нуклеотидной последовательности фрагмента 16S rRNA гена, с определением нуклеотидной идентичности с последовательностями, депонированными в международной базе данных Gene Bank.

Таблица 9 - Результаты идентификации методом анализа нуклеотидной последовательности гена 16S rRNA
	Наименование штамма
	Последовательность фрагмента 16S r RNA гена
	Идентификация нуклеотидных последовательностей в международной базе данных алгоритм BLAST

	
	
	Инвентарный номер GeneBank (Accesion number)
	Наименование штамма
	% совпадения

	1
	2
	3
	4
	5

	RKB 2
	CTTCGGGCGGCTGGCTCCTAAAAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAACTGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCTTAACCTCGCGGTTTCGCTGCCCTTTGTTCTGCCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGCCCCCGAAGGGGACGTCCTATCTCTAGGATTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCGCCCTATTTGAACGGCACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGCCGCGGGTCCATCTGTAAGTGGTAGCCGAAGCCACCTTTTATGTCTGAACCATGCGGTTCAAACAAGCATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTACAGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACATCAGGGAGCAAGCTCCCATCTGTCCGCTCGACTGCATGTATAGCAAGC


	MH259879.1
	Bacillus methylotrophicus
	99

	
	
	MF620076.1
	Bacillus siamensis
	99

	
	
	CP022341.1
	Bacillus velezensis
	99


Продолжение таблицы 9
	1
	2
	3
	4
	5

	
RBK 10
	CAAAAGTGAGTAAGCGCCCTCCCGAAGGTTAAGCTACCTACTTCTTTTGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTAGCATTCTGATCTACGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGACGTACTTTATGAGTTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATACGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGACCGAATCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGAGTTCCCGAAGGCACTAAAGCATCTCTGCTAAATTCTCTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGATTTAACGCGTTAGCTCCGAAAGCCACTCCTCAAGGGAACAACCTTCAAATCGACATCGTTTACAGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGCTGACCAGTCTTAGATGCCATTCCCAGGTTAAGCCCGGGGATTTCACATCTAACTTAATCAACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGTCGGTAACGTCAATCGTTGATGATATTAGCATCAACGCCTTCCTCCCGACTGAAAGTACTTTACAACCCTAGGGCCTTCTTCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCTGATCATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACTAGCTAATCCCATATGGGTTCATCCGATAGCGCAAGGACCGAAGTTCCCCTGCTTTGCTCCTGAGAGATTATGCGGTATTAGCTACCGTTTCCAGTAGTTATCCCCCTCTATCGGGCAGATCCCCATACATTACTCACCCGTCCGCCGCTCGTCAGCGAGAAGCAAGCTTCCCCTGTACCGCTCGACTGCATGTGTAGC
	LT899977.1
	Providencia rettgeri
	99

	
	
	HQ154569.1
	Providencia sp. R8-1A
	99

	
	
	KU984707.1
	Providencia vermicola
	99



Нуклеотидные последовательности 16S rRNA гена двух идентифицируемых штаммов были анализированы и объединены в общую последовательность в программном обеспечении SeqScape 2.6.0 (Applide Biosystems). После чего были удалены концевые фрагменты что позволило получить нуклеотидную последовательность протяженностью более 600 п.н., которые были идентифицированы по алгоритму BLAST. Нуклеотидные последовательности и результаты идентификации представлены в таблице 9.
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Рисунок 14 - Филогенетическое дерево, построенное на основании анализа фрагмента гена 16S rRNA группы Bacillus sp.

Нами дополнительно проведено построение филогенетических деревьев с нуклеотидными последовательностями 16S rRNA гена референтных штаммов данных видов (http://www.bacterio.net). 
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Рисунок 15 - Филогенетическое дерево, построенное на основании анализа фрагмента гена 16S rRNA группы Providencia sp.
В анализ были включены нуклеотидные последовательности 16S rRNA гена, филогенетически наиболее связанных микроорганизмов. Из результатов видно (рис. 14), что штамм RKB 2 расположен на одной ветви с нуклеотидными последовательностями от референтного штамма Bacillus methylotrophicus. Как показано на рисунке 15, штамм RKB 10 расположен на одной кладе с Providencia rettgeri.
Данные, полученные в результате сопоставления морфолого-культуральных, физиолого-биохимических и генетических характеристик позволили определить видовую принадлежность штаммов RKB 2 и RKB 10 к родам Bacillus и Providencia, соответственно.

3.4 Исследование метаболических возможностей выделенных культур микроорганизмов при их росте на средах, содержащих различные концентрации бурых углей.
В настоящее время изучение микроорганизмов, находящихся в буром угле, сводится, в основном, к поиску микроорганизмов, обладающих ярко выраженной метаболической активностью, которую используют с целью биоконверсии низкокачественных углей [1, 30] для дальнейшего использования в качестве основы для создания биобрикетов.
Для изучения способности чистых культур бактерий к росту на буром угле Ленгерского угольного бассейна, нами были использованы штаммы бактерий Bacillus sp. RKB 2 и Providencia sp. RKB 10. В опытах по изучению роста инокулянтов на твердом топливе использовалась модифицированная минеральная среда. В качестве единственного источника углерода и азота добавлялся стерилизованный Ленгерский бурый уголь. Метаболическую способность микроорганизмов расти на минеральной среде определяли по динамике изменения количества микробных клеток в суспензии. 
На рисунке 16 представлены результаты изучения роста выделенных штаммов на минеральной среде, где в качестве единственного источника углерода использовали уголь в количестве 5 %. Эксперимент проводился в течение 14 суток.
Как видно, эти инокулянты размножаются на среде с высоким содержанием бурого угля, причем, адаптационная фаза (lag phase) роста клеток не превышает 24 часов. Следует отметить активное размножение выделенных культур – пик наибольшего количества клеток в среде составил 13,1х108 кл/мл для RKB 2 на 6-ые сутки, а для культуры RKB 10 – 8,9 х108 кл/мл на 5-ые сутки. 


Рисунок 16 - Динамика роста микроорганизмов продуцентов биосурфактантов на среде с бурым углем 

5 %-ая концентрация бурого угля в суспензии как оптимальная среда была выбрана с учетом результатов следующих экспериментов. Для этого была изучена динамики роста культур в средах с содержанием угля в концентрациях 0, 1, 5 и 10%. Уголь использовался в качестве единственного источника углерода и энергии. На рисунке 17 представлена динамика изменения количества микробных клеток в суспензии на минеральной среде с различным содержанием бурого угля.


Рисунок 17 - Рост микроорганизмов на среде с различной концентрацией бурого угля
Как показано на рисунке 17, максимальный рост бактерий наблюдался при концентрации бурого угля в среде 5 %. 
Таким образом, при изучении роста выделенных культур микроорганизмов - продуцентов биосурфактантов в процессе биосолюбилизации показано, что оба инокулята размножаются на среде с высоким содержанием бурого угля, причем, адаптационная фаза роста для всех микроорганизмов не превышает 1 сутки. Максимальное количество клеток в суспензии для Bacillus sp. RKB 2 наблюдалось на 6 сутки инкубирования, когда показатель ОМЧ составил 1,3х109 кл/мл, тогда как исходный показатель – 1х108 кл/мл. 



























ЗАКЛЮЧЕНИЕ

По результатам проведенных исследований сделаны следующие выводы:
1 По результатам физико-механических и химических анализов проб бурого угля Ленгерского угольного месторождения установлены следующие качественные характеристики угля: общая влага – 9,8%; зольность – 21,2%; удельная теплота сгорания – 7 300 кДж/кг, выход летучих веществ – 43%. Элементный анализ бурого угля показал следующие содержания в горючей массе (%): С - 41,3; H - 1,52; N – 0,85; S – 1,61; O – 6,74. Молекулярная структура анализируемого угля, а также его индивидуальные компоненты  характеризовались разными спектральными (ИК-, УФ-, Рамановской) анализами и микроскопическими методами.
2 Установлено, что сернистость бурого угля Ленгерского угольного месторождения составляет 3,14% сухой массы. Было определено содержание отдельных видов серы в угле, основными сернистыми соединениями, обнаруженными в образцах были (%): сульфатная сера (SS) - <0,01; пиритная сера (SP) – 1,61; органическая сера (SO) – 1,53.  
3 Впервые на основе анализа данных высокопроизводительного секвенирования нового поколения Illumina описаны биоразнообразие и таксономическая структура метагенома микробного сообщества проб бурых углей. По результатам были проанализированы 10 таксономических групп бактерий, принадлежащие к Proteobacteria, Tenericutes, Actinobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, Nitrospirae, Chloroflexi, Gemmatimonadetes, Acidobacteria и Fusobacteria. Выделены и идентифицированы бактерий родов Bacillus и Providencia. Изучены их морфолого-культуральные и физиолого-биохимические особенности. 
4 Показано, что культуры Bacillus sp. RKB 2 и Providencia sp. RKB 10 – продуценты биосурфактантов в процессе биосолюбилизации активно размножаются на средах с высоким содержанием бурого угля, причем, адаптационная фаза роста для этих микроорганизмов не превышает 24 часа. Максимальный рост биомассы отмечается при концентрации бурого угля в среде - 5%. 
Поставленные задачи исследования выполнены полностью.
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Tpunoxenus 1.1-1.16
k JloroBopyNe ot 2018 r.

Ha rPaHTOBOE PHHAHCUPOBAHUE

TEXHUYECKASA CIEHUOUKALIUA U
KAJNEHJAPHBIA ILTAH PABOT

ITo norosopy NeA&A ot dt? 04 2018 rona

1. JlouepHee TroCyIapCTBCHHOE IPEANPUSTHE HA IIPaBe XO3AMCTBEHHOIO BEICHMS
«Hay4HO-uCCIEIOBATENLCKHA ~ MHCTHTYT — npobnem  OMonmorud M GHOTEXHOIOTHHY
PecrryGiukanckoro rocyJapCTBEHHOTO IPEANPHATHS HAa IpaBe XO3SHCTBEHHOTO BEACHHs
«Kazaxckuii HalUWOHANBHBIA YHHBepcHTET MM. amb-®apabu» Munucrepcrsa ofpasoBanns H
Hayky PecniyGinkn Kaszaxcran

1.1 o npuoputery: 2. DHepreTyKa 0 MALIMHOCTPOEHHE.

1.2 [lo moampuopureTy: 2.2. ANbTepHaTHBHAS OSHEPIeTHKA M  TEXHOJOTHH:
BO300HOBISIEMble HCTOUHHKH JHEPTHH, SIEpHas H BOIOPOIHAs SHEPreTHKA, APYTHe MCTOUHHKH
SHEPrUH.

1.3 Tlo teme mpoekta: AP05133758 «PaspaGotka OHOTEXHONOTHH MONyYEHHS
9KOJIOrMYECKH 4MCTOro, Ge3ObIMHOTO OGPHKETHPOBAaHHOrO TOIUIMBA HA OCHOBE OypeIX yriei
JlerrepcKoro yrojabHOro MECTOPOXKACHHS H CyphaKTaHT-CHHTE3UPYFOLIHX MHKPOOPraHH3MOB 715t
TOIUIMBHO-DHEProd((pEeKTHBHOTO UCTIOIB30BAHMSY.

1.4 Obuas cymma mpoekta 29933 901 ([Ipaauath AEBATH MH/UIMOHOB AEBATHCOT

TPUALATH TPH TBHICAYM AEBSTHCOT OLMH) TEHIE, B TOM YMC/Ie C pa3OMBKOM MO rojam, 11s

BBINOJTHEHHS paboT COTIIACHO MYHKTY3:

-Ha 2018 rox - B cymme 10 000 000 (JecaTs MHTHOHOB) TEHTE;

- Ha 2019 roa - B cymme 10 137091 (Jlecsitb MUIUTMOHOB CTO TPHAUATH CeMb THICAY
JIEBSHOCTO OJ14H) TEHTE;

- na 2020 roa - B cymme 9 796 810 (JepsaTb MHIUIMOHOB CEMBCOT AEBSHOCTO LIECTH
TBICSY BOCEMLCOT JECATH) TEHTeE.

2. Xapakmepucmuka HQy4HO-MeXHUYeCKO N HPOOYKIUU RO KEATUDUKAUUOHHDIM
NPU3HAKAM U IKOHOMUYECKUe nokazamenu

2.1 Hanpasneuse padoThl: 9KONOTHsl, GHOTEXHOJIOT M
2.2 O6nacTh NPHMEHEHHA: IPHPOOIIONB30BAHUE H OXPaHa OKPY’KaloLIeH Cpeibl.
2.3 KoneuHblii pe3ynbTar:

- 3a 2018 ron: VsydeHbl GU3NKO-MEXaHHUECKHE U XHMHUYECKHe CBoicTBa ByphIx yriei
JleHrepcKkoro MecTOPOIKACHHS; OIMpEeleNeHO COAEPKAHHE CEpPbl M CEPHHUCTBIX COCAMHEHHH B
ofpasuax Gypbix yrieit JIeHrepckoro MeCTOpOXAEHH s ; U3yueHbl Guopasnoobpasue, YHCIEHHOCTD
U GH3MoNIOro-BHOXHMHUYECKHE CBOHCTBA MHKpOGHOro coobimectsa OypblX yrieH; MCCIeI0BaHb
MeTaboHYecKne BO3MOKHOCTH BBIAETCHHBIX KyJIbTYp MHKDPOOPraHH3MOB IIpH HX pOCTE Ha
Cpeiax, CoACpKAIUMX —pas/HuHble KOHLEHTpaumu OypbIx yried; byner omma crates B
DPETICH3MPYCMBIX OTEUECTBEHHBIX HAYYHBIX H3IaHHSIX C HEHYJIEBBIM HMIIAKT-(QaKTOPOM.

- 3a 2019 roj: IpoBezeH CKPHHUHT MHKPOOPraHM3MOB, CIIOCOGHBIX CBA3BIBATH (YATATH)
cepy (ITMPUTHYIO M OPraHWYecKyio) u3 OypbIX yrieH; H3y4eHE! COCOOHOCTH MHKPOOPTaHH3MOB K
ofpazosanuio GHOCYPhAKTAHTOB M OIpeneieHbl X OHOXHMHYECKHE CBOWCTBA, MOBBIIIEHBI
MZCTHYECKHE CBOMCTBA OPHKETOB ITyTeM BBEACHHS B OPHKETHPYEMYIO CMECH OPTaHHYECKHMX
CBSI3YIOLIMX areHToB; GydeT O/Ha CTaTbs B XKYPHaJle, HHjeKCHpYeMOM B Oazax gaHHbIX Web of
Science uny Scopus ¢ HEHYJIEBbIM MMIMAKT-(AKTOPOM M OIHA MyOJMKAaLMs B PELEH3UPYEMbIX
3apyGeKHbIX HAYYHBIX M3AaHHAX C HEHYIEBEIM HMIIAKT-GaKTOPOM.

- 3a 2020 rox: H3yYeHO BIMIHAE XHMHKO-TEXHOTOTHYECKHX NIAPaMETPOB OPHKETHPOBAHHUS!
YIS ¢ HCTIOJIb30BAHKEM GMOCBA3YIONNX Ha ()yHKIHOHATBHBIE CBOMCTBA GPUKETOB; HCCIEN0BAHO
BJIISTHHE MPO1ecca THPOJIM3a Ha (PM3HKO-XMMHUYECKHE CBOHCTBA MOJTYYaeMBIX 6pHKeTOB;dI;WCHbI
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SHepreTHYeCKHe H TeILIOTEXHHYECKHe CBOMCTBA NONYYCHHBIX OPUKETOB; MPOBEACHBI MTHIOTHLIE
HCIBITAHMS (10 OIpEJETeHHIO  TOIUIMBHO-DHEPreTHHeckod  d(QQEeKTHBHOCTH  NOJIY4EHHBX
OpukeToB; byayT ABE CTAaThH B XypHallaX, HHAEKCUPYEMBIX B Haszax naHHbIX Web of Science unn
Scopus ¢ HeHyJIeBbIM MMIAKT-GaKTOpOM U OHa MYOIHKaIHs B PELHEH3UPYEMBIX OTCUECTBCHHBIX
HAYYHEIX H3/AHUSX C HEHYJIEBLIM WMITaKT-GaxropoM. byner nojana sasBka Ha MaTeHT. Bynet
onybnukoBara MOHOTpadus.

2.4 [TaTeHTOCIIOCOOHOCTE: HE MNIaHUPYeTCH

2.5 HayuHO-TeXHWYECKAH YpoBeHb (HOBHM3H&): TeXHOJOrHs MOIydeHHA 0e3ABIMHOTO
TBepAOTO TOIIMBAa M3 OypeiIX yIeH pasnuuHoro Kinacca He IOJyHduia MIPOMBIILIIEHHOH
peaN3aig K3-3a OTCYTCTBHS KaueCTBEHHOTO CBA3YIOLIEro A OpUKeTHPOBAHUSA, & TaKKe
BLICOKOH 30/1BHOCTH ¥ HH3KOH TEIUIOTHI CTOpaHHs. B CBS3M ¢ yKa3aHHBIMH OOCTOATE/BCTBAMM,
pa3paboTKa TEXHOJOTMH IONy4eHHs OpHKeTHPOBAHHOIO 0e3bIMHOrO TOIUIMBA M3 JIMTHHTA
JleHrepckoro YroipHOro 0OaccedHa SABJIAETCS AKTYalbHOH. VuuTeiBasg, 4to B Kasaxcrane
JHAUMTeNbHAS YacTh HACENEHWs TPOXMBAeT B MMOCENKax W cenax, npobieMa MPOH3BOACTSA
JKOMOTHYECKM YHCTBIX M 0OE30MacHbIX TOIUIMBHBIX OpUKETOB 1 KOMMYHaJIbHO-OBITOBOTO
notpednenus HpuobperaeT MUPOKHH SHEPreTHECKUH 1 IKOJIOTMYECKUH CMBICI. Tak Kak TBEpAoe
TOTIIHBO  SIBJISETCS IKONOTHYECKH 0e30MaCHBIM TIPOAYKTOM H TOPAT MOYTH O€3MbIMHO, OHO
WNeATbHO TIOAXOMMT JUIS 00OrpeBa pPasHBIX IOMEUICHMH, BKIIIOYas HPOU3BOACTBCHHBIC H
ciyxkebH0-0bToBble MIomany. 1o nepeyrcleHHpIM NPUYUHAM, CO3AAHAE HOBBIX 5P PeKTUBHBIX
TeXHOJIOTMI i TPOM3BOIACTBA TBEPAOro TOIUIMBA, B TOM HHCIC, 0€3BIMHOTO. SBJISETCS
CBOEBPEMEHHBIM PElICHUEeM aKTyalbHOH [POOIeMBL.

2.6 Vicrionb30BaHue HAYYHO-TEXHMYECKOW MPOIYKUHH OCYLICCTBIIACTCA: 3aKa3yuKOM H
HcronsuTenemM COBMECTHO

2.7 Bum HCHOJB3OBAaHHA pe3yiapTarTa HayyHoH W (WIH) HAay4HO-TeXHHYECKOH
JesTeNbHOCTH: HayuHble [TyOIUKalMH, OTUETh], 0030pHO-aHATHTAYCCKUE MaTEPHAIBL.

3. Haumenosanue pabom, cpoKu ux peanu3ayuu u pe3yabmantsl

HIugp Haumenopanue pabot 1o Cpoxk BbINONHEHUS | Oxunaemslit pesyasTar™
sazanus, | JloroBopy ¥ OCHOBHBIE 3Tallbl u
e & HAyaJlo | OKOHYaHue ‘
srarna ero BBIIIOJIHEHHS |
, W3yuenne GU3MKO-XUMHYECKUX | SHBapsb mo 1 BynyT u3ydeHsl QU3UKO- }
: | 1 MUKPOOHOIOTHYECKUX cpoiicT | 2018 rona | HOSOps XUMUYECKHE U :
Oypoix yrnei Jlenrepckoro 2018 roga | MUKpOGHOIOTHYECKHE i
MECTOPOMKIEHHS. cBo¥icTBa OYpBIX yriiel |
} JleHrepcKoro '
‘ . MECTODOKICHHS. |
1.1 13yuenue QuU3HKO- SluBapb Mapt ByayT U3ydeHbl PU3UKO-
| MEXAHHUYECKHX ¥ XUMUYECKUX 2018 roma |2018 rona | MeXaHHYECKHUE H
crolicTB OypBIX yrie# XHUMHUECKHE CBOHCTBA ‘
JleHrepckoro MeCTOPOXKACHHUS. OypbIX yrien
. JleHrepckoro i
| MECTOPOIKICHHSL. '
1.2 ' OnpeneneHKe CONEPKAHUs Ceprl | Anpeb Hrons Bynet onpeneneHo ‘1
| 1 CEPHUCTBIX COEIMHEHHUH B 2018 rona [2018 roma |coaep)KaHKE CEpEI H i
| o6pasuax OypsIx yrieh CEPHHCTBIX COENMHEHNH B
| JIeHrepcKOro MECTOPOXKICHUS. obpasuax OyprIx yriei
JleHrepckoro 1'
{ MECTOPOXKACHHUS. L
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[Msyucrme 6ropasroobpasns,
|UHCACHHOCTH 1 busnosoro-
OHOXMMHYECKHX CBOHCTB
MHKPOGHOTO coobiectsa 6ypbix
yrie.

Hroap
2018 roaa

CenTs6ps
2018 roaa

| Byayt usyuenm
| 6uopasnoobpasue,
| 4HCIeHROCTS B

dusmonoro-
GHOXHMHYECKHE CBOHCTBa
MHKpPOGHOro coobimecTsa
6ypuix yrae#. Byayt
OTIpeNIe/IeHb] YHCIEHHOCTE
M TaKCOHOMHYECKHE
rpynubl MHKPOGHOTO
coobmecTBa OYpbIX yriei
U ux pusnonoro-
GHOXHMHUYECKHE
CBOHMCTRA.

Hcenenopanne meTabomnueckux

1 BO3MOYHOCTEH BBIJACJIEHHBIX
KYJIbTYP MHKPOOPraHHW3MOB IpH

‘ HX pOCTe Ha cpenax,

( CO/lepKalliX pa3THyHbIe

§}<0HueHTpau}m OypbIX yriei.

|
|

OkTs6pb
2018 rona

no 1
HOSIOps
2018 roaa

MeTabonuyeckue
BO3MOKHOCTH
BBIJIETIEHHBIX KYJIBTYD
MHKPOOPraHH3MOB IpH
MX pOCTe Ha cpejax, |
COJIepXKALLUX PA3IHYHbIE
KOHUEHTpPAuH 6yphIxX
yrIen.

ByayT ucenenosans
crnocobHoCTH

BBIEJIEHHBIX KYJIBTYD
PacTH Ha cpeaax B
TIPHCYTCTBHH OYphIX

yrie# u ux ¢pusnonoro-
GHOXHMHYECKOH
ocobenHoCTH. Byzer

O/IHA CTAaThs B |
PeLIeH3HpPYeMBIX
OTEYECTBEHHBIX HAYYHBIX
U3JaHHSAX C HEHYJIEBBIM
MMOaKT-(QaKTopoM.

|
Bynyt Heenenosasst !
|
J

HM3yyenne 0CHOBHBIX
38KOHOMEPHOCTel H [apaMeTpoB
OGrnomonnukanun GypsIx yriei.

SluBapn
2019 roaa

no |
HOs0ps
2019 rona

Byayr usyuenst
OCHOBHBIE
3aKOHOMEPHOCTH U
napameTpel 1
Guomoandukaunu Gyperx
YTJIeH.

CKPHHHHI MHKPOODPIaHH3MOB,
CrIOCOOHBIX CBA3BIBATE (YAATATH)
cepy (MHUPHTHYIO U
OPraHUYeCKy0) U3 OYpbIX yrieii.

SHBapp
2019 rona

Mapt
2019 roga

Byner nposeznen

CKPHHHHI |
MHKPOOPraHH3MOB,
CMOCOOHBIX CBS3BIBATH
(ynansrs) cepy
(THPHTHYIO K
OpraHHyecKyIo) H3 OyphIX
yrieH. |
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2.2 Hzyuenune ciocobHoOCTEMH Ampenb Hronp BynyT uzyuensl
MHUKDPOOPTaHU3MOB K 2019 roga 2019 roma |crnocob6HOCTH
oOpaszoBanuio 6uoCcypdakTaHTOB MHKPOOPraHU3MOB K
U OlpeseeHHe X 00pa3oBaHUIO
OHOXHUMHUUECKUX CBOUCTB. OuocyphakTaHTOB U

OyLyT onpenesieHbl UX
OHOXHUMHUECKHE
CBOHCTBA.

2.3 W3yyeHne BAHSHHAS COCTaBa U Hrone Centsabpy | Bynmer usydeHo Biusinne
npupoael Ouocypdaxrantos Ha |2019roma 2019 rona |cocraBa ¥ MpHAPOIE
OypOyrosbHbIE LIUXTHL OuocyphakTaHToB Ha

OypoyroJibHble LIHXTEL.

2.4 [ToBbILIEHHE MIIACTHYECKHX Oxtabpe |10 1 ByayT noBsliieHbl
CBOHCTB OPHKETOB NMyTEM 2019 roga | HoAOps NJIaCTHYECKHUE CBOHCTBA
BBEZICHUS B OPUKETHPYEMYIO 2019 roma |OpukeToB MyTEM
CMeCh OpPraHMYecKUX BBEIICHUS B
CBSI3YIOUIUX areHTOB. OpHKETHPYEMYIO CMECH

OpraHHyeCcKuX

] CBA3YIOUIMX areHTOB. 3

bynet onHa cTaThs B
XypHae,
HHAEKCHpYeMOM B Hazax
naHHeIXx Web of Science
UK Scopus ¢ HEHYIEBBIM
UMIIaKT-(QaKTOpOM U OJ1Ha
nyOuKalus B f
PELEH3UPYEMBIX
3apyOeKHBIX HAYYHBIX |
H3JaHUSAX C HEHYJIEBBIM
HMI1aKT-(QaKTopoM.

3. PaspaGoTka npuHUMnHansHO# | SHBaps no 1 byner paspaborana
TEXHOJIOTHYECKOH CXeMBI 2020 roma | HOAODA IPUHLIMITHATbHAS
polecca MogyyeHus 2020 roga | TexHONIOTHYECKAs CXEMa
OpUKEeTHPOBaHUS NOCPEJACTBOM IIpoLecca Moy YeHUs]
HromoauduKaud OypsIX YIIeH. OpHKETHPOBaHUS

‘ TOCPEACTBOM
6uomMoauuKau OypsIX
YIJIEH.

o1 M3yueHue BIUSHHAS XUMHKO- SAuBape Maprt Byner uzyueHo BIusHUE

TeXHOJIOrHYecKHX napameTpoB  [2020 roma |2020 roga | XMMHKO-
OpUKETHPOBAHUS YITIA C TEXHOJIOTUYECKUX
UCITOTb30BAHHEM - napamMeTpoB
OMOCBA3YIOLIUX Ha OpHUKETHPOBAHUS YIJId €
(O YHKIHOHAJIBHBIE CBOHCTBA HUCIIOIB30BaHUEM
OpHKETOB. OHOCBA3YIOLIMX Ha
(GYHKLIHOHAIBHBIE
CBOMCTBA OPMKETOB. |
3.2 Hcenenopanue BaMAHUA Anpens Hionp Byner uccnenosano
| pouecca mupoiu3a Ha ¢pusuko- | 2020 rona | 2020 roma | BAMsSHHE mpouecca

| XUMHYECKHE CBOMCTBA
noxyv4aeMbIX OpHKETOB.

NUpOIH3a Ha QU3UKO-
XHMHYECKHE CBOMCTBA
110Ty4aeMblx OpHKETOB.
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3.3 | M3yueHue JHEPreTHYECKHX U Hronp Centa0ps | ByayT usyuensl
| TENJIOTEXHHUYECKHX CBOHCTB 2020 rona 2020 rona |3meprermyeckue u
NOJIYYEHHBIX OPHUKETOB, TEIJIOTEXHHYECKHE
1 CBOMCTBA I1OJTYYEHHBIX
| GpukeTos. |

3.4 [TpoBenenue NUOTHBIX
HCIIBITAHHMH [10 ONpe/IeeHUI0
TOTUIMBHO-3HEPreTUYECKOM
3(DPEKTUBHOCTH MOMYUEHHBIX
OpHKeTOB.

Oktsibps |10 1 bynyT nposenens! |

2020 roga | HOsOps TIMJTOTHBIE UCTIBITAHHUS 110
2020 roma | onpeneneH IO TOIIMBHO-
SHEPTreTHYECKOH
sgdextusnocTn

[IOTy4YEHHBIX OPUKETOB.
Bynyr nBe crateu B
KypHanax,
HHIIEKCHUPYEMBIX B 6azax
nanubix Web of Science
HJIH SCOpUS C HEHYIEBbIM |
HUMIIaKT-HaKTOpOM M 0j1HA
nyOaukanus B
PELEH3HPYEMBIX
OTEUECTBEHHBIX HAYYHBIX
H3JaHUSIX C HEHYJIEBBIM
uMnakT-hpaktopoM. Bynet
N0aHa 3asBKa Ha [aTeHT.
bynet ony6aukoBana
MOHOrpadus.

Ot 3akaszyuka:

Ipesicenarens I'Y «Komurer Hayku
Muructepetsa o6pasosanus u Hayku PKy»

Abapacunos b.C.
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