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РЕФЕРАТ

Отчет состоит из 46 с., 5 рис., 11 табл., 35 источников, 2 прил.
МИКРООРГАНИЗМЫ, АССОЦИАЦИИ, ПОВЫШЕНИЕ НЕФТЕОТДАЧИ, ПОВЕРХНОСТНО-АКТИВНЫЕ ВЕЩЕСТВА, НЕФТЕЭМУЛЬГИРУЮЩАЯ АКТИВНОСТЬ, ГАЗООБРАЗОВАНИЕ.
Объекты исследования – в работе использованы 31 штамм микроорганизмов, выделенных из разработанных нефтепластовых вод законсервированного месторождения «Акинген», расположенного в Атырауской области Западного Казахстана.

Цель данного этапа исследований - создание ассоциации на основании комбинирования свойств микроорганизмов и подбора питательной среды.
Работы проводились с использованием современных и традиционных методов физико-химических, генетических, биохимических и микробиологических исследований. Для сравнительного, статистического анализа и обсуждения полученных экспериментальных результатов использовались компьютерные программы.

Отобраны 16 штаммов микроорганизмов с высокой целевой активностью на основе изучения нефтевытесняющих и нефтеразжижающих свойств 31 штамма микроорганизмов, выделенных из разработанных нефтепластовых вод законсервированного месторождения «Акинген». На основании изучения межштаммовых антагонистических взаимоотношений и целевых свойств отобраны и сконструированы 5 ассоциаций микроорганизмов, перспективных для разработки микробных методов увеличения нефтеотдачи. Все эксперименты проводились в лабораторных условиях для отработки лабораторного технологическго регламента получения ассоциации микроорганизмов.
Полученные результaты могут предстaвлять интерес для нефтедобывaющей промышленности при разработке микробиологических методов увеличения нефтеотдачи заводненных нефтепластов. 
Все поставленные задачи этапа решены в полном объеме в соответствии с технической спецификацией и календарным планом  работ на 2019 год.

ТҰЖЫРЫМ

Есеп 46 бет., 5 сур., 11 кест., және 35 әдебиеттен., 2 қосымшадан тұрады. 

МИКРООРГАНИЗМДЕР, АССОЦИАЦИИ, МҰНАЙ ШЫҒАРУЫН ЖОҒАРЛАТУ, БЕТТІК-БЕЛСЕНДІ ЗАТТАР, МҰНАЙЭМУЛЬГИРЛЕУ БЕЛСЕНДІЛІГІ, ГАЗТҮЗУЛУІ.
Зерттеу нысандары - жұмыста Батыс Қазақстанның Атырау облысында орналасқан Ақінген кен орнының мұнай резервуар суларынан оқшауланған микроорганизмдердің 31 штамы қолданылды.

Осы зерттеу кезеңінің мақсаты - микроорганизмдердің қасиеттері мен қоректік ортаны таңдау негізінде бірлестік құру болып табылады.

Жұмыс физика-химиялық, генетикалық, биохимиялық және микробиологиялық зерттеулердің заманауи және дәстүрлі әдістерін қолдану арқылы жүргізілді. Салыстырмалы, статистикалық талдау және алынған эксперимент нәтижелерін талқылау үшін компьютерлік бағдарламалар қолданылды.

Ақінген кен орнының дамыған резервуар мұнайынан оқшауланған микроорганизмдердің 31 штамының мұнайдың ауыспалы және май құю қасиеттерін зерттеу негізінде жоғары мақсатты белсенділігі бар 16 микроорганизм штамдары таңдалды. Бұрынғы антагонистік қатынастар мен мақсатты қасиеттерді зерттеу негізінде 5 микроорганизмдердің ассоциациясы таңдалды және салынды, олар мұнай өндіруді ұлғайтудың микробтық әдістерін дамытуға мүмкіндік берді. Барлық тәжірибелер зертханалық жағдайда микроорганизмдердің ассоциациясын алуға арналған технологиялық процедураларды зертханалық жағдайда өткізді.

Алынған нәтижелер мұнай саласына су басқан мұнай қоймаларынан мұнай алуды жоғарылатудың микробиологиялық әдістерін жасауда қызығушылық тудырады.

Кезеңнің барлық міндеттері техникалық шарттар мен 2019 жылға арналған жұмыс кестесіне сәйкес толығымен орындалды.
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ОПРЕДЕЛЕНИЯ, ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ

В настоящем отчете о НИР применяются следующие термины:
	Микроорганизмы-экстремофилы
	-
	микроорганизмы, способные существовать и размножаться в экстремальных условиях окружающей среды: низких и высоких температурах, высоком давлении, высоких концентрациях солей, экстремальных значениях рН, высоком уровне радиации и др.



	МУН
	-
	методы увеличения нефтеотдачи.



	Нефтеэмульгирующая активность (НЭА)
	-
	способность микроорганизмов-продуцентов ПАВ к диспергированию нефти, т.е. к образованию мельчайших нефтеэмульсии, что повышает эффективность контакта бактерий с нефтью. 



	Поверхностно-активные вещества (ПАВ)
	-
	вещества, обладающие способностью изменять свойства поверхности жидкости, в которой они растворены.

	
	
	

	Биосурфактанты (био-ПАВ)
	-
	поверхностно-активные вещества биологического происхождения. В настоящее время, интенсивно изучается образование подобных экзо-клеточных соединений микроорганизмами.



	Коллектор углеводородов
	-
	горная порода, содержащая пустоты и способная вмещать нефть, газ, воду. 



ВВЕДЕНИЕ
Казахстан находится в одном ряду с богатейшими западными, арабскими и другими странами по объемам добычи нефти и газа, и входит в число двадцати крупнейших мировых производителей, а по запасам углеводородов входит в десятку стран [1].
Однако, в последние годы приобретает большую актуальность проблема полноты извлечения нефти из пластов, так как, остаточные или неизвлекаемые промышленно освоенными методами разработки запасы нефти, достигают в среднем – 55-75 % от первоначальных геологических запасов нефти в недрах. Как известно, Казахстан в настоящее время переживает период поздней стадии разработки. Добываемая на казахстанских месторождениях продукция достигла высокого уровня обводненности (80-90 %), а объемы невыработанных запасов нефти, остающихся в недрах, составляют до 60-70 %. В связи с чем, разработка третичных методов увеличения нефтеотдачи позволит рационально использовать природные ресурсы нефти и получить экономическую выгоду от добычи допольнительной нефти [2].
Таким образом, решение задачи разработки новых технологий, позволяющих увеличить нефтеотдачу уже разрабатываемых пластов, на которых традиционными методами извлечь значительные остаточные запасы нефти уже невозможно, является актуальной.
Цель данного этапа исследований - создание ассоциации  на основании комбинирования свойств микроорганизмов и подбора питательной среды

Задачи исследований: 

1) определение антагонистической активности микроорганизмов в ассоциации.
2) изучение целевых активностей ассоциации микроорганизмов и получение биомассы ассоциации с применением различных питательных сред.
Все эксперименты проводились в лабораторных условиях с использованием современных и традиционных методов физико-химических, генетических, биохимических и микробиологических исследований. Для сравнительного, статистического анализа и обсуждения полученных экспериментальных результатов использовались компьютерные программы.
Рабoта выпoлнена на базе акредитованной испытательной лабoратoрии ДГП на ПХВ «НИИ проблем экологии» РГП на ПХВ «КазНУ им. аль-Фараби» (ГОСТ ИСО/МЭК 17025-2009) с привлечением лаборатории РГП «Республиканская коллекция микроорганизмов» (г. Нур-Султан).
ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ

1 Выбор направления исследований
В настоящее время средний мировой уровень нефтеотдачи пластов промышленно освоенными первичными и вторичными методами составляет 25-30 %. Подъем нефти от забоя скважины на поверхность за счет природной энергии называются первичными методами нефтедобычи. В период последующей эксплуатации скважины пластовое давление снижается и процесс нефтедобычи осуществляется за счет вводимой в скважину энергии с поверхности (закачка воды и газа) – вторичные методы повышения нефтеотдачи. После добычи доступной нефти скважину, как правило, консервируют [3, 4]. В таких заводненных нефтепластах уменьшается давление в пласте, возрастает удельный вес залежей с высокой вязкостью остаточной нефти. Следовательно, основной задачей увеличения нефтеотдачи является повышение давления в пласте и уменьшения вязкости нефти [5].
В связи с этим, решение задачи разработки новых технологий, позволяющих увеличить нефтеотдачу законсервированных месторождений, на которых традиционными методами извлечь значительные остаточные запасы нефти уже невозможно, является актуальной.

Проблема полноты извлечения нефти из разрабатываемых пластов приобретает большую актуальность и в Казахстане, в связи с долговременной эксплуатацией действующих месторождений, страна переживает период поздней стадии разработки нефтяных месторождений. Добываемая на этих месторождениях продукция достигла высокого уровня обводненности (80-90 %), а объемы невыработанных запасов нефти, остающихся в недрах, составляют до 60-70 %. Кроме того, большинство месторождений в Казахстане относятся к категории трудноизвлекаемых запасов нефтей, так как характеризуются низкой проницаемостью, повышенной вязкостью нефти и сложным геологическим строением нефтеколлекторов [6]. В связи с чем, повышение нефтеотдачи третичными методами позволит более рационально использовать природные ресурсы нефти и получить экономическую выгоду от добычи дополнительной нефти [7].
К третичным способам относят методы увеличения нефтеотдачи (МУН), основанные на извлечении нефти с использованием потенциала внутрипластовой энергии за счет закачки агентов, отличающихся от используемых при вторичных способах повышенным потенциалом вытеснения нефти – тепловые, газовые, физико-химические, гидродинамические, микробиологические [8]. Микробиологические методы повышения нефтеотдачи пластов применяются, в основном, на заводнённых залежах.
Микробиологические методы повышения нефтеотдачи привлекают внимание относительно малой капиталоемкостью, высокой эффективностью и безопасностью окружающей среды. Микробиологические методы позволяют увеличить текущую добычу нефти на 15-25 %, что сравнимо с открытием нового месторождения. Технико-экономические расчеты, проводимые для уточнения эффективности метода, показывают, что даже на фоне постоянного роста цен на энергоносители, окупаемость микробиологических методов составляет 1,5-2 лет.

Все микробиологические методы воздействия на нефтяные пласты можно разделить на две основные группы. К первой относят технологии, в которых используются продукты жизнедеятельности микроорганизмов, полученные на поверхности земли. Вторая группа предусматривает развитие микробиологических процессов с целью получения метаболитов непосредственно в пласте. Разработка этих методов невозможна без знания физико-химической и микробиологической обстановки нефтяного пласта.
Микробиологические методы второй группы можно разделить на две основные подгруппы по способу ввода в пласт микроорганизмов и питания для них. К первой подгруппе относятся биотехнологии, в которых активируется естественная микрофлора пласта путем закачки питания с поверхности (призабойной зоны скважины), а ко второй - биотехнологии, в которых в пласт вводятся культуры микроорганизмов с питательными веществами.
В промысловой практике различных стран в основном используются биотехнологии второй группы. Основные различия методов заключаются в способах введения микроорганизмов и питательного вещества. В качестве питательного вещества в основном используются вторичные продукты других производств: меласса, активный ил. Процесс микробиологического воздействия с применением мелассы, называемый обычно мелассным заводнением, осуществляется в двух вариантах. По первому варианту предусматриваются циклические закачки микроорганизмов и питания с последующим заводнением (т.е. в биотехнологиях активации пластовой микрофлоры, используются пластовые, а не вводимые с поверхности микроорганизмы), через нагнетательные скважины в пласте в течении продолжительного времени закачивается питательный раствор. При этом активируется естественная пластовая микрофлора. Это один из самых дешевых и экологически чистых микробиологических методов, позволяющий достигать тех же технологических эффектов, что и при вводе микроорганизмов с поверхности. Однако эти методы ориентированы в большей мере на пласты со средней степенью нефтенасыщенности и режим непрерывного нагнетания воды, что ограничивает и затрудняет их реализацию. Кроме того, при использовании биотехнологий активации пластовой микрофлоры с целью селективной закупорки высокопроницаемых прослоев биомассой, эффект более чем в два раза ниже, чем в биотехнологиях с закачкой микроорганизмов [9-11]. В процессе использования микробиологического метода, в результате биосинтеза непосредственно в пласте микроорганизмы образуют такие метаболиты, как газы, кислоты, поверхностно-активные вещества, что способствует снижению вязкости нефти, появлению дополнительного давления в пласте и повышению нефтеотдачи.

Разработанные нефтепласты представляют собой экстремальные подземные экосистемы, характеризующиеся аэробно-анаэробными условиями, огромным давлением, высокой температурой и соленостью. В глубинных водоносных и нефтеносных горизонтах доказано присутствие аборигенной микрофлоры, наряду с микроорганизмами, поступающими с поверхностными растворами при бурении или нагнетании воды и водных растворов рабочих агентов [12; 13]. Закачиваемые поверхностные воды — источник поступления в продуктивный пласт жизнеспособных клеток микроорганизмов разных физиологических групп [13]. Фактором, определяющим успешность биометодов, является жизнедеятельность микроорганизмов. Особенностью разработки нефтяных пластов при заводнении на поздней является создание сформированного  биоценоза, ограниченного в развитии в первую очередь питательными веществами. Из элементов, определяющих развитие пластовой микрофлоры, это в основном фосфор, азот и кислород, а для многих участков заводненных пластов на поздней стадии в призабойной зоне (в области развития биоценоза) коллектор обеднен и легкими углеводородами  [14]. В нефтяных пластах с температурой 20-75 °С существует многокомпонентное микробное сообщество. Микроорганизмы, выделенные из таких экстремальных экосистем, обладающие уникальными адаптивными и метаболическими свойствами предпочтительны для использования в качестве биоагентов при разработке микробиологических методов МУН (методы увеличения нефтедобычи). Эффективность биопрепаратов достигается использованием ассоциаций, содержащие различные виды тщательно подобранных микроорганизмов, где каждый штамм проявляет наибольшую активность в отношении отдельных фракций нефти и нефтепластовых води [15]. 

Микроорганизмы в процессе жизнедеятельности продуцируют из нефти собственно биомассу и ряд метаболитов с нефтевытесняющими и нефтеразжижающими свойствами. Эго различные газы, кислоты, ПАВ, растворители, полимеры, и сами бактериальные клетки [6]. 
Основными механизмами микробиологических методов, действующими на нефтеотдачу, являются:

а) образование кислот, растворяющих вмещающие породы и увеличивающих пористость и проницаемость коллектора [16];

б) образование растворителей и газов, ведущее к снижению вязкости нефти и растворяющих карбонатные породы, увеличивая проницаемость пласта и облегчая вытеснение нефти [17]; 

в) образование биосурфактантов, биополимеров и других соединений, эмульгирующих нефть, снижающих ее вязкость и межфазное натяжение на границе нефть-вода [18].

г) образование микробной биомассы, вызывающей эмульгирование нефти, изменяющей смачиваемость пород [19, 20].

Микробиологические методы увеличения нефтеотдачи используют такие компании, как Titan Oil Recovery Inc., Glori Energy совместно с Statoil, Total, Du Pont совместно с BP, Chevron. Из российских компаний наиболее активно применяет микробиологические методы ОАО «Татнефть». При этом география применения данных методов увеличения нефтеотдачи обширна: США, Канада, Бразилия, Болгария, Азербайджан, Румыния, Германия, Россия и др. Также в Восточной Азии, в таких странах как Китай, Малайзия, Индия и Индонезия, были зарегистрированы полупромышленные испытания [18].

Технологии с использованием микроорганизмов и мелассы, в качестве питательного субстрата, применяются на месторождениях США, Китая, Румынии, Венгрии, Польши, Германии и других странах, где развито сахарное производство. Примером успешных испытаний микробиологического метода повышения нефтеотдачи являются результаты воздействия на карбонатные коллекторы с применением мелассной технологии на месторождении «Фуйу» (Китай), где в 2001 г. было закачано 236 т мелассы и за первые 6 месяцев дополнительно получено около 2700 т нефти. В основе этой технологии лежит способность сахаролитических микроорганизмов родов Clostridium, Bacillus усваивать мелассу, содержащую не менее 40 % сахара, быстро накапливать биомассу и повышать ферментативную углеводородокисляющую активность [21].

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

2 Материалы и методы исследования 

2.1 Объекты исследования

В работе использованы 31 штамм микроорганизмов, выделенные из разработанных нефтепластовых вод законсервированного месторождения «Акинген», расположенного в Атырауской области Западного Казахстана, из них 21 штамм ранее идентифицированы (таблица 1). 
Таблица 1 – Микроорганизмы, выделенные из разработанных нефтепластовых вод законсервированного месторождения «Акинген».
	№
	Микроорганизмы
	Условия выделения и культивирования

	1 
	P.aeruginosa D-1
	аэробные

	2 
	P.aeruginosa D-2
	

	3 
	P.aeruginosa D3
	

	4 
	P.aeruginosa D4
	

	5 
	P.aeruginosa D5
	

	6 
	P.aeruginosa D6
	

	7 
	P.aeruginosa D7
	

	8 
	P.aeruginosa Т1
	

	9 
	P.aeruginosa Т2
	

	10 
	P.aeruginosa Т3
	

	11 
	P.aeruginosa Т4
	

	12 
	P.aeruginosa Т5
	

	13 
	P.aeruginosa Т6
	

	14 
	Bacillus licheniformis А4
	

	15 
	Bacillus subtilis А5
	

	16 
	Bacillus sp. А1
	

	17 
	Bacillus subtilis А2
	

	18 
	Bacillus paramycoides М1
	

	19 
	Bacillus subtilis subsp. spizizenii S1
	

	20 
	Bacillus sp.SR-2
	

	21 
	Bacillus sp.SR-3
	

	22 
	D8
	

	23 
	М2
	

	24 
	А3
	

	25 
	D-1Х
	

	26 
	D7X
	

	27 
	S2
	анаэробные

	28 
	S3
	

	29 
	SR-1
	

	30 
	CL-1
	

	31 
	CL-2
	


Микроорганизмы активирoвались на свежескoшеннoм мясопептонном агаре (МПА), затем перенoсились в жидкую среду мясо-петонного бульона (МПБ) и культивирoвались при 30° С в течение 24-48 часoв.

Рабoта выпoлнена на базе акредитованной испытательной лабoратoрии ДГП на ПХВ «НИИ проблем экологии» РГП на ПХВ «КазНУ имени аль-Фараби» (ГОСТ ИСО/МЭК 17025-2009).
2.2 Материалы

В рабoте испoльзoваны следующие питательные среды: МПА, МПБ, минимальная синтетическая среда Е8 с добавлением мелассы или глицерина для культивирoвания микроорганизмов. Мясoпептoнный агар (МПА) и мясoпептoнный бульон (МПБ) - основные среды для пoддержания жизнедеятельнoсти / хранения, активации, проверки чистоты и пoлучения биoмассы культур микроорганизмов. В работе использовалась гoтoвая питательная среда кoмпании HIMEDIA Nutrient Broth и Nutrient Agar: 20 г/л гoтoвoгo пoрoшка развoдили в дистиллирoваннoй вoде, в гoрячем виде разливались в стеклянные кoлбы и стерилизовали автоклавированием при 121 ºС 15мин. Гoтoвый МПА имеет тoчку плавления 96-100 ºС, температура застывания oкoлo 40ºС. Гoрячая среда oхлаждалась дo 45-50 °С, разливалась в стерильные чашки Петри и oставлялась для застывания в течение 15 - 20 мин при 18-25 °С.

Синтетическая среда Е8 (минимальный минеральный фoн) для культивирoвания бактерий, г/л: KH2РO4 - 0,7; (NH4)2HРO4 - 1,5; MgSO4 - 0,8; NaСl - 0,5; рН=6,6-6,7; сoли и фoсфаты разбавлялись oтдельнo, среда стерилизовалась автoклавированием при 0,75 атм. 20 мин. В экспериментах по определению выделения нефтевытесняющих метаболитов микроорганизмами использовалась среда Е8 с добавлением мелассы в количестве 10 % от объема среды. Меласса — кормовая патока, побочный продукт сахарного производства; сиропообразная жидкость тёмно-бурого цвета со специфическим запахом, с содержанием 20–25 % воды, около 9 % азотистых соединений (преимущественно амидов), 58–60 % углеводов и 7–10% золы [22, 23].
При определении нефтеэмульгирующей активности микроорганизмов использовали синтетический глицерин и сырую вязкую нефть местoрoждения «Каратон». Синтетический глицерин - многоатомный спирт, хороший растворитель, во всех пропорциях смешивается с водой, является продуктом переработки нефти при производстве биотоплива [24]. Сырая нефть - жидкая природная ископаемая смесь углеводородов широкого физико-химического состава, которая содержит растворённый газ, воду, минеральные соли, механические примеси и служит основным сырьём для производства жидких энергоносителей (бензина, керосина, дизельного топлива, мазута), смазочных масел, битумов и кокса [25].
2.3 Методы исследований 

В работе использовались основные микробиологические методы культивирования микроорганизмов в аэро- и анаэробных условиях: поверхностный метод посева на плотные среды, посев в жидкую среду (инокулят составлял 10 % oб.), приготовление микробиологических препаратов [23]; современные – с привлечением генетических методов идентификации микроорганизмов; ряд физико-химических методов: метод Купера (определение эмульгирующей активности), потенциометрический и спектрофотометрический методы.
Культивирование микроорганизмов в аэробных и анаэробных условиях

Культивирование микроорганизмов проводилось в аэробных и анаэробных условиях при температуре 30-40 °C. Аэробы культивировались в стационарных условиях, для создания анаэробных условий использовали анаэростат К70 (591), представляющий собой металлический цилиндр с герметически закрывающейся крышкой с резиновой прокладкой. 
На крышке размещены манометр и краны для откачивания воздуха с использованием вакуумного насоса, анаэробные условия поддерживались давлением атм. 0,6 ед. [23].

Генотипирование культур микроорганизмов на основании анализа нуклеотидной последовательности гена 16S rRNA
Геномную ДНК из бактериальных культур выделяли методом K.Wilson. Для выделения ДНК использовали суточные изолированные колонии бактериальных культур. Пробы центрифугировали при 13 000 об/мин в течение 10 минут, полученный осадок ресуспендировали в ТЕ буфере с лизоцимом (10 мг/мл), тщательно перемешивали образцы и инкубировали при 37 °С в течение 1 часа. После чего добавляли 10 % SDS и протеиназу (10 мг/мл). Инкубировали 2 ч при 37 °С. Для удаления фрагментов клеточной стенки, остаточных белков и полисахаридов, добавляли 100 мкл 5M NaCl. Тщательно перемешивали, добавляли раствор 10 % СТАВ, растворенный в 0,73М NaCl. Инкубировали при 65 °С 10 минут. Заключительную очистку выполняли добавлением смеси хлороформ/изоамиловый спирт в соотношении 24:1, центрифугировали при 10 000 об/мин в течении 10 минут. Водную фазу переносили в чистые пробирки. Повторяли данную процедуру еще раз. Преципитировали ДНК изопропанолом, осторожно перемешивали посредством переворачивания до тех пор, пока нитевидные цепи ДНК не образовывали видимую массу, ставили на 30-60 минут в морозильник на минус 20°С. Центрифугировали 13 000 об/мин в течение 10 минут. Промывали осадок ДНК 70% этиловым спиртом. Очищенные образцы растворяли ТЕ буфере и хранили при -20 °С. 

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

Для определения нуклеотидной последовательности гена 16S pРНК использовали универсальные праймеры: прямой 8F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') и обратный 806R (5' GGACTACCAGGGTATCTAAT-3') [26].

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

Полученный продукт очищали ферментативным методом с 0,5 единиц щелочной фосфатазы (ShrimpAlkaline Phosphatase, Fermentas) и экзонуклеазой (Fermentas) в течении 30 мин при температуре 37°С и последующей инактивации фермента прогреванием в течении 10 мин при 85°С [27].
Реакцию секвенирования проводили с использованием BigDye® v 3.1 и праймеров. Очистку реакционной смеси от не связавшихся компонентов проводили ацетатно-спиртовой смесью.

Разделение фрагментов гена проводили с помощью автоматического генетического анализатора. Полученную нуклеотидную последовательность сопоставляли с нуклеотидными последовательностями международных баз данных – GenBank [28]. 

Построение филогенетических деревьев с использованием программного обеспечением Mega 3.1 [29], выравнивание нуклеотидных последовательностей проводили, используя алгоритм ClustalW, построение филогенетических деревьев проводили с использованием метода ближайших соседей (Neiighbor-Joining NJ).

Спектрофотометрический метод определения оптической плотности клеток

Определение биомассы проводилось путем определения оптической плотности клеток микрооргaнизмов с использованием спектрофотометра «Apel PD-303» (Япония) при длине волны 600 нм и объемом кюветы 10x10x45 мм, емкость – 1 мл.

Клеточная культура обладает определенными оптическими свойствами, определяющими ее состояние, плотность и т.д. В случае бактериальной или эукариотической культуры клеток оптическая плотность, измеренная при 600 нм, отражает концентрацию клеток в среде. Оптическую плотность культуры при 600 нм определяет эффект светорассеивания; светорассеивание, в свою очередь, прямо пропорционально концентрации клеток в среде. Возможно также измерение светопоглощающих характеристик суспензии клеток при других значениях длины волны (260 нм, 280 нм и пр.) в зависимости от исследовательских задач [30].

Определение индекса эмульгирования (метод Купера)

Различают два вида эмульгирующей активности. Экзогенная эмульгирующая активность - способность микроорганизмов к образованию экстрацеллюлярных биосурфактантов. Эндогенная эмульгирующая активность - способность микроорганизмов к образованию клеточно-связанных биосурфактантов [31]. Ранее для культур микроорганизмов, выделенных из подземных нефтепластовых вод разработанных месторождений Западноо Казахстана показано наличие эндогенной эмульгирующей активности и отсутствие экзогенной эмульгирующей активности.
Определение эндогенной эмульгирующей активности

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

Эмульгирующую активность выражали в процентах, рассчитывая ее как величину отношения высоты эмульсионного слоя к общей высоте жидкости в пробирке и выражали в процентах, расчет производился по формуле (1):
                                    E24 (%) = (Ve/Vn) × 100                                                   (1)

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

Потенциометрический метод определения рН 

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

В работе использовался рН-метр C931Р, где для определения рН используется стеклянный электрод - трубка, оканчивающаяся шариком из специального стекла с очень тонкими стенками. Внутри шарика находится буферный раствор с погруженным в него металлическим электродом, стеклянный электрод опускается шариком в испытуемый раствор. Измерение рН среды на приборе pH-метра - позволяет до 0,01 единицы pH определить  водородный показатель среды [32].
Определение газообразования методом «поплавков»
Поплавок — приспособление, применяемое для определения интенсивности газообразования в жидких средах за единицу времени (при условии стабильности температуры и давления). Стеклянные поплавки (запаянные с одного конца короткие трубочки) используются для определения ферментации углеводов у бактерий. Способность микроорганизмов ферментировать углеводы с образованием кислоты и газа определяется внесением в сосуды со средами стеклянных поплавков, всплывающих после наполнения их газом в процессе ферментации микроорганизмов среды.

Метод перпендикулярных штрихов 

Для определения антагонистической активности микроорганизмов на поверхность агаризованной среды в чашке Петри засевают штрихом, исследуемый микроб-антагонист, продуцирующий антибактериальное вещество. Посев делают по диаметру чашки, которую затем помещают в термостат при температуре, оптимальной для роста. Продолжительность культивирования определяется скоростью роста антагониста. После завершения роста и диффузии продуцируемого вещества в агаризованную среду, перпендикулярно к выросшему штриху, подсевают штрихами тест-культуры, начиная от краев чашки. Чашки помещают в термостат на 24 ч. Если изучаемый микроорганизм - антагонист образует диффундирующее в среду вещество, оказывающее антимикробное действие в отношении тест-культур, то рост последних будет начинаться на некотором расстоянии от роста самого антагониста. Чем больше это расстояние, тем более чувствительна тест-культура к продуцируемому антибиотическому веществу. Нечувствительные микроорганизмы будут развиваться в непосредственной близости от штриха [33]. 

В наших экспериментах учет зон задержки роста (ЗЗР) проводили через 24 и 48 часов культивирования при 28 °С. Если ЗЗР составляла 2-10 мм считали наблюдается слабый уровень антагонизма, 10-20 мм – средний, больше 20 мм – высокий [34].

Конструирование бактериальных ассоциаций

Для конструирования ассоциации использовались 5 штаммов микроорганизмов с высокими нефтевытесняющими и нефтеразжижающими свойствами. Суспензия бактерий готовилась в МПБ в течении 24-48 часов. Для получения ассоциации в случае использования 2-х культур, микробы смешивались из расчета 1:1; при использовании 3-х культур - 1:1:1 и т.д. Далее полученную асоциацию использовали в качестве инокулята в количестве 10 % от объема питательной среды.
2.4 Схемы экспериментов 

Для прoведения отбора микрooрганизмoв, перспективных для разработки МУН, были изучены способности микроорганизмов нефтепластовых вод к продуцированию кислот, нефтебиосурфактантов и биогаза опосредованными методами: кислотообразование – определение динамики изменений рН среды при культивировании микроорганизмов, продукция нефтебиосурфактантов – определение нефтеэмульгирующей активности микробных клеток. Для возможности удешевления биотехнологий повышения нефтеотдачи проведено изучение продукции нефтевытесняющих метаболитов – кислот и биогаза при культивировании микроорганизмов на минимальной минеральной среде Е8 с добавлением мелассы – отхода пищевой промышленности. На рисунке 1 представлена схема изучения кислото- и газообразования микроорганизмов при культивировании их на среде с мелассой.

Монокультуры микроорганизмов активирoвались на свежескoшеннoм агаре МПA, затем перенoсились в жидкую среду МПБ и культивирoвались при 40 °С в течение 24-48 часoв (инокулят). Затем клетки микроорганизмов (10 % oб.) инoкулировали в среду Е8 с добавлением мелассы, культивирование проводили в течение 10-и суток. Ежесуточно показатели рН ферментируемых сред определялись потенциометрическим методом, газообразование определялось визуально с использованием метода «поплавков». 
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Рисунок 1 - Схема определения кислото- и газообразования микроорганизмами на среде с мелассой
Основой нефтеэмульгирующей активности микроорганизмов является продуцирование нефтебиосурфактантов - веществ, способных к диспергированию нефти на мельчайшие дисперсии, в результате чего, нефть становится биодоступной для аэробно-анаэробной биодеструкции. Для определения эндогенной эмульгирующей активности бактериальные культуры выращивались в течение 48 ч в жидкой минеральной среде Е8 с добавлением в качестве единственного источника углерода и энергии – глицерина в количестве 2 % об. Для оценки эмульгирующей активности культуральную среду не центрифугировали. Далее культуральную среду с бактериальными клетками смешивали с нефтью в соотношении 3:2 и интенсивно перемешивали на лабораторном встряхивателе при 250 об/мин в течение 20 мин для получения стабильной эмульсии (метод Купера). После этого пробирки оставляли в вертикальном положении при комнатной температуре, измеряя эмульгирующую активность через 24 (Е24) и через 48 (Е48) часов. 

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

Для получения активных ассоциаций микроорганизмов необходимым этапом конструирования смешанных культур является изучение межштаммовых антагонистических взаимодействий микроорганизмов - кандидатов в ассоциацию. Определение межштаммовых антагонистических взаимодействий проводили методом перпендикулярных штрихов в аэробных и анаэробных условиях. На рисунке 3 представлена схема изучения антагонистической активности микроорганизмов в аэро- и анаэробных условиях культивирования.
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Рисунoк 3 - Схема изучения антагонистической активности в аэро- и анаэробных условиях культивирования

Для получения ассоциации микроорганизмов, монокультуры бактерий активировались МПБ в течении 24-48 часов, затем культуры смешивались с расчетом 1:1 в случае использования 2-х монокультур, 1:1:1 - в случае использования 3-х культур и т.д. Далее полученную аасоциацию использовали в качестве инокулята в количестве 10 % от объема питательной среды. 
Нефтевытесняющие и нефтеразжижающие свойства (кислотообразование, нефтеэмульгирующая активность, газообразование) полученных ассоциаций микроорганизмов определялись также, как и при использовании монокультур.
Для получения биомассы ассоциаций микроорганизмов использовалась синтетическая среда Е8 с добавлением мелассы в концентрации 10%, 20% и 40 % объемных, т.к. в неразбавленной мелассе концентрация углеводов составляет 60–65 %. К полученной питательной среде инокулят-ассоциация вносился в количестве 10 % об., культивирование ассоциаций проводилось в течение 10-и суток при 320С в аэробных и анаэробных условиях.
Методы статистической обработки полученных результатов

Полученные результaты обрaбaтывaлись стaтистически. Среднеквaдрaтичное отклонение σ вычислялось по формуле (2):
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где n - число вaриaнтов; [image: image7.wmf]a

-суммa квaдрaтов центрaльных отклонений, вычислявшaяся по формуле (3):
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используемой для случaя отсутствия повторяющихся вaриaнт, где [image: image9.wmf]n

i – вaриaнтa; М - среднее aрифметическое.

В тaблицaх приведены знaчения средних aрифметических с укaзaнием средней ошибки среднего aрифметического, вычисленного по формуле (4):
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где [image: image11.wmf]s

 - среднеквaдрaтичное отклонение;  n - число вaриaнт. 

Вычисление достоверности отличия покaзaтелей в рaзных группaх опытa проводилось с привлечением коэффициентa Стьюдентa, используемого для рядов с мaлым числом вaриaнт. Коэффициент достоверности, вычисленный по формуле (5):
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где М1, М2 - средние aрифметические срaвнивaемых групп; [image: image13.wmf]1

m

, [image: image14.wmf]2
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 - ошибки средних aрифметических, срaвнивaли со знaчением в тaблице процентных точек рaспределения Стьюдентa. Достоверность отличий, вычисленнaя тaким обрaзом, окaзaлaсь нaдежной с уровнем знaчимости до 5 %, что свидетельствует о высокой достоверности [35].

При проведении стaтистических рaсчетов использовaли тaбличный процессор Ехсеl 7. Полученные результаты подвергались вариационно-статистической обработке на компьютере с использованием прикладных программ с помощью Microsoft Excel – 2007 в среде Windows.
3 Результаты исследований и обсуждение

3.1 Создание ассоциации на основании комбинирования свойств микроорганизмов и подбора питательной среды

3.1.1 Изучение антагонистической активности микроорганизмов в ассоциации
Разработанные нефтепласты представляют собой экстремальные подземные экосистемы, характеризующиеся аэробно-анаэробными условиями, огромным давлением, высокой температурой и соленостью. Микроорганизмы, выделенные из таких экстремальных экосистем, обладающие уникальными адаптивными и метаболическими свойствами являются перспективными объектами для использования в качестве биоагентов при разработке микробиологических методов МУН (методы увеличения нефтедобычи). 
Ранее, из разработанных нефтепластовых вод законсервированного месторождения «Акинген» были выделены 31 штамм микроорганизмов, из них 21 штамм идентифицированы (Таблица 1). Генетическая идентификация 10-и штаммов бактерий - D1Х; S3; D8; S2; A3; Cl-2; Cl-1; SR1; D7X; M2 (таблица 1) 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 деревьев с нуклеотидными последовательностями референтных штаммов. В таблице 2 указана концентрация ДНК 10 исследуемых штаммов.
Для построения филогенетических деревьев для бактерий использовали программное обеспечение - Mega 6 [26], а также сайт bacterio.net (List of prokaryotic names with standing in nomenclature). Использовали алгоритм Muscle для выравнивания нуклеотидных последовательностей,  построение древ проводили с использованием  метода присоединения ближайших соседей (Neiighbor-Joining NJ). Результаты приведены в таблице 3.

Принимая во внимание литературные данные [23-25], свидетельствующие о наличие в международных банках нуклеотидных последовательностей GeneBank  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), Ribosomal Database Project (RDP-II) (http://rdp.cme.msu.edu/html/), ошибок, мы дополнительно проводили построение филогенетических деревьев с нуклеотидными последовательностями 16S rRNA гена референтных штаммов данных видов. В анализ были включены нуклеотидные последовательности 16S rRNA гена, филогенетически наиболее связанных микроорганизмов.

Для построения филогенетических деревьев использовали программное обеспечение – Mega6 [26].  Использовали алгоритм ClustalW для выравнивания нуклеотидных последовательностей, построение древ проводили с использованием метода присоединения ближайших соседей (Neiighbor-JoiningNJ).

На рисунке 4 приведено филогенетическое дерево, построенное на основании анализа нуклеотидных последовательностей 16S rRNA гена от штаммов, у которых при идентификации в BLAST максимальная идентичность была к бактерия рода Bacillus. 
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Рисунок 4 – Филогенетическое дерево, построенное на основании

анализа фрагмента гена 16S rRNA образца
Как видно на рисунке 4, образцы 4 и 5 расположены на одной кладе с Bacillus sonorensis, Bacillus haynesii  и Bacillus aerius, образцы 1, 3 и 9 расположены на одной кладе с Bacillus zhangzhouensis, Bacillus pumilus, Bacillus safensis, Bacillus invictae, образцы 2 и 10 расположены на одной кладе с Bacillus subtilis, Bacillus tequilensis, Bacillus velezensis, Bacillus siamensis и  Bacillus methylotrophycus, учитывая высокую идентичность 16S rRNA у данных видов для достоверной идентификации требуется проведение анализа нуклеотидной последовательности генов кодирующие белки или фенотипический анализ.
В ходе выполнения исследования в таблице 2 представлены обобщающие результаты по генетической идентификации 10 штаммов по фрагменту 16S rRNA гена. 

Таблица 2 - Суммарные результаты идентификации  штаммов по фрагменту 16S rRNA гена

	Наименование
	Результат идентификации
	Примечание

	S2, A3
	Bacillus sonorensis/ 

Bacillus haynesii / Bacillus aerius
	Определено на основе филогенетического дерева построенного алгоритмом Neiighbor-Joining (N-J)

	D1Х, D8, D7X
	Bacillus zhangzhouensis/ Bacillus pumilus /

Bacillus safensis / Bacillus invictae
	Определено на основе филогенетического дерева построенного алгоритмом Neiighbor-Joining (N-J)

	S3, M2
	Bacillus subtilis / Bacillus tequilensis / 
Bacillus velezensis / Bacillus siamensis/

Bacillus methylotrophycus
	Определено на основе филогенетического дерева построенного алгоритмом Neiighbor-Joining (N-J)

	CL1, CL2, SR1 
	Bacillus licheniformis
	Определено на основе филогенетического дерева построенного алгоритмом Neiighbor-Joining (N-J)


В результате определения прямой нуклеотидной последовательности фрагмента 16S rRNA гена 10-и штаммов бактерий, выделенных из разработанных нефтепластовых вод законсервированного месторождения «Акинген» все штаммы отнесены к роду Bacillus. Данные штаммы были идентифицированы в дополнение ранее выделенных и идентифированных штаммов. 
Микроорганизмы разработанных нефтяных пластов обладают большим биотехнологическим потенциалом для разработки биологических МУН, т.к. образуют ряд нефтевытесняющих метаболитов – биоПАВ, газы, кислоты, растворители, экзополисахариды и т.д. в экстремальных подземных условиях нефтепластов [8]. 
На данном этапе исследования были изучены нефтевытесняющие и нефтеразжижающие свойства (далее целевые) 30-и штаммов микроорганизмов, выделенных из разработанных нефтепластовых вод: нефтеэмульгирующая активность; кислотообразование (на основе измерения динамики изменения рН среды) и газообразование на синтетической среде Е8, где в качестве источника углерода в среде использовали мелассу в концентрации 10 % от общего объема питательной среды. В качестве контроля использовался вариант без внесения микроорганизмов. Эксперимент проводился в течение 10 суток. В таблице 3 представлены результаты изучения рН среды (исх. 7 ед.) и газообразования на 10-е сутки культивирования и нефтеэмульгирующая активность микроорганизмов через 48 часов контактирования с нефтью. 

Таблица 3 – Изучение нефтевытесняющих и нефтеразжижающих свойств микроорганизмов
	№
	Микроорганизмы
	Нефтеэмульгирующая активность Е48, %
	рН среды на 10-е сутки эксперимента, ед.
	Газообразование

	1
	2
	3
	4
	5

	1
	Bacillus sp. D-1Х
	32±1,6
	4,4±0,2
	+++

	2
	P.aeruginosa D-1
	29±0,9
	4,5±0,2
	++

	3
	P.aeruginosa D-2
	2,4±0,1
	4,4±0,2
	++

	4
	P.aeruginosa D3
	2,1±0,1
	4,5±0,2
	+

	5
	P.aeruginosa D4
	2,1±0,1
	4,3±0,2
	+

	6
	P.aeruginosa D5
	47±2,3
	4,2±0,2
	+++

	7
	P.aeruginosa D6
	49±2,4
	4,1±0,2
	+++

	8
	P.aeruginosa D7
	39,5±2,0
	4,1±0,2
	+++

	9
	Bacillus sp. D7X
	31,8±1,5
	4,0±0,2
	+

	10
	P.aeruginosa Т1
	5,7±0,2
	4,2±0,2
	++

	11
	P.aeruginosa Т2
	8,5±0,4
	4,0±0,2
	+++

	12
	P.aeruginosa Т3
	14,2±0,7
	4,1±0,2
	++

	13
	P.aeruginosa Т4
	3,3±0,1
	4,3±0,2
	+++

	14
	P.aeruginosa Т5
	5,7±0,2
	4,3±0,2
	++

	15
	P.aeruginosa Т6
	8,5±0,4
	4,2±0,2
	+

	16
	B. paramycoides М1
	2,8±0,1
	6,4±0,3
	++

	17
	Bacillus sp. М2
	11,4±0,5
	5,2±0,3
	++

	Продолжение таблицы 3

	1
	2
	3
	4
	5

	18
	Bacillus sp. А1
	5,7±0,2
	5,8±0,3
	+++

	19
	B. subtilis А2
	3,3±0,1
	5,7±0,3
	+++

	20
	B. licheniformis А3
	3,3±0,1
	4,8±0,2
	+

	21
	B. licheniformis А4
	2,8±0,1
	6,0±0,3
	+++

	22
	B. subtilis А5
	16,6±0,8
	5,0±0,3
	+

	23
	Bacillus sp. S1
	16,6±0,8
	6,0±0,3
	++

	24
	Bacillus sp. S2
	17,1±0,8
	5,5±0,3
	+++

	25
	Bacillus sp. S3
	6,6±0,3
	5,0±0,3
	++

	26
	Bacillus sp. D8
	0
	4,3±0,2
	+++

	27
	B. licheniformis SR-1
	4,5±0,2
	4,0±0,2
	+++

	28
	Bacillus sp. SR-2
	3,6±0,1
	4,7±0,2
	+

	29
	Bacillus sp. SR-3
	5±0,2
	4,5±0,2
	-

	30
	B. licheniformis CL-1
	5,5±0,2
	4,1±0,2
	+++

	31
	B. licheniformis CL-2
	2,7±0,1
	4,6±0,2
	+++

	Примечание: 

«+» - слабое газообразование

«++» - умеренное газообразование

«+++» - активное газообразование


К нефтеразжижающим свойствам микроорганизмов относятся кислотообразование и нефтеэмульгирующая активность микроорганизмов, которая определяется способностью  микроорганизмов-продуцентов ПАВ (биосурфактантов) к диспергированию нефти, т.е. к образованию мельчайших нефтеэмульсии, что повышает эффективность контакта бактерий с нефтью. Как видно, из исследованных 31 штаммов микроорганизмов, выделенных из нефтепластовых вод разработанного и законсервированного месторождения «Акинген», по совпадению минимум двух целевых свойств (нефтеэмульгирование, кислотообразование, газообразование) были отобраны следующие 16 культур микроорганизмов – пять штаммов P.aeruginosa – D5, D6, D7, Т2, Т3; по три штамма бацилл: Bacillus sp. - D1Х, D7Х, D8 и B. licheniformis - SR-1, CL-1, CL-2; два штамма Bacillus sp. S1 и А5 и по одному штамму -  Bacillus sp. S2, Bacillus sp. М2, Bacillus sp. SR-2.

Для получения активных ассоциаций микроорганизмов необходимым этапом конструирования смешанных культур является изучение межштаммовых антагонистических взаимодействий микроорганизмов - кандидатов в ассоциацию. Определение антимикробной активности проводили методом перпендикулярных штрихов: испытуемый штамм (доминант) наносили в виде штриха по диаметру, после инкубации 2-3 суток к штаммам перпендикулярно подсевали тест-объекты (ассоцианты). Антимикробные вещества, диффундирующие в толщу агара, задерживали рост чувствительных к ним микроорганизмов, что проявлялось в образовании зон отсутствия роста микробов (мм). Была изучена антагонистическая активность 16-и отобранных микроорганизмов, обладающих нефтевытесняющими свойствами в отношении друг друга.
В таблице 4 приведены результаты изучения антагонистической активности отобранных микроорганизмов кандидатов для ассоциации.
Таблице 4 - Определение антагонистической активности отобранных микроорганизмов для ассоциации
	№
	Названия культур
	Зоны задержки роста, мм

	
	Доминант

Ассоциант 
	B. pumilus D1Х
	P. aeruginosa D5
	P. aeruginosa D6
	P. aeruginosa D7
	P. aeruginosa T2
	P. aeruginosa T3
	B. paramycoides M2
	B. subtilis A5
	B.subtilis ssp.spizizenii S1
	B. haynesii S2
	B. pumilus D7Х
	B. pumilus В8
	В. licheniformis SR1
	Bacillus sp. SR2
	B. licheniformis CL1
	B. licheniformis L2

	1
	Bacillus sp. D1Х
	-
	12±0,5
	-
	15±0,6
	23±1,0
	10±0,5
	-
	5±0,2
	2±0,1
	-
	-
	-
	-
	
	-
	-

	2
	P. aeruginosa D5
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	3
	P. aeruginosa D6
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	4
	P. aeruginosa D7
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	5
	P. aeruginosa T2
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	6
	P. aeruginosa T3
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	7
	Bacillus sp. M2
	-
	13±0,6
	-
	9±0,4
	20±1,0
	10±0,5
	-
	5±0,2
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	8
	B. subtilis A5
	-
	14±0,7
	3±0,2
	10±0,5
	22±1,0
	15±0,75
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	5±0,2
	-
	-
	-

	9
	Bacillus sp.  S1
	-
	14±0,7
	3±0,2
	11±0,5
	24±1,0
	13±0,6
	-
	7±0,4
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	10
	Bacillus sp. S2
	-
	13±0,6
	-
	10±0,5
	24±1,0
	10±0,5
	-
	-
	2±0,1
	
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	11
	Bacillus sp. D7Х
	-
	-
	-
	5±0,2
	5±0,2
	5±0,2
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	12
	Bacillus sp. D8
	-
	8±0,4
	-
	10±0,5
	5±0,2
	5±0,2
	-
	-
	3±0,2
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	13
	B. licheniformis SR1
	-
	8±0,4
	-
	10±0,5
	8±0,4
	12±0,5
	-
	-
	6±0,3
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	14
	Bacillus sp. SR2
	-
	10±0,5
	-
	12±0,5
	8±0,4
	5±0,2
	-
	-
	5±0,2
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	15
	B. licheniformis CL1
	-
	10±0,5
	-
	12±0,5
	6±0,3
	10±0,5
	-
	-
	5±0,2
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	16
	B. licheniformis CL2
	-
	10±0,5
	-
	10±0,5
	5±0,2
	8±0,4
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	Примечание:
по вертикали – доминант, проверяемая культура

по горизонтали – предпологаемый ассоциант

«-» - нет подавления роста ассоцианта 

Х мм- зона антагонистического воздействия на ассоциант


Как видно, из исследованных 16-и штаммов микроорганизмов - 8 штаммов, в частности, все 5 штаммов P. aeruginosa (D5, D6, D7, Т2, Т3) и представители бацилл: B. subtilis A5, Bacillus sp. S1, B. licheniformis SR1 обладают различной степенью антагонистической активности по отношению к исследованным штаммам, однако, эти культуры не проявили антагонистическиой активности ко всем исследованным штаммам псевдомонад. В связи с чем, в дальнейшем мы рассматривали антагонистическую активность только в отношении представленных бациллярных.
Учет зон задержки роста (ЗЗР) проводили через 24 и 48 часов культивирования при 300 С. Если ЗЗР составляла 2-10 мм считается, что наблюдается слабый уровень антагонизма, 10-20 мм – средний, больше 20 мм – высокий [31]. Клетки P. aeruginosa T2 показали высокую антагонистическую активность по отношению к 5-и штаммам бацилл: Bacillus sp. D1Х, Bacillus.sp. M2, B. subtilis A5, Bacillus sp.  S1, Bacillus sp. S2 - зона задержки роста составила 22-24 мм; 3 штамма P. aeruginosa D5, D7 и T3 обладали средней степенью антагонистической активности по отношению к клеткам бацилл, так P. aeruginosa D5 по отношению к 8-и штаммам бацилл, P. aeruginosa D7 по отношению к 9-и штаммам и P. aeruginosa Т3 - к 7-и штаммам. Слабую антагонистическую активность проявляли все 5 штаммов псевдомонад, так, P. aeruginosa D5, P. aeruginosa D6, P. aeruginosa D7 – каждая, по отношению к 2-м штаммам бацилл; P. aeruginosa Т2 – к 6-и штаммам и P. aeruginosa Т3 – к 4 штаммам, также следующие 3 штамма бацилл: B. subtilis A5 – по отношению к 3-ем штаммам, Bacillus sp. S1 – к 6-и и B. licheniformis SR1 к одному штамму бацилл. Остальные 8 штаммов бацилл не проявили антагонистической активности ни к одному из исследованных 16-и микроорганизмов.

В качестве наглядного материала, на рисунке 5, представлены фотографии изучения антагонистической активности P. aeruginosa D7 методом перпендикулярных штрихов.
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Рисунок 5 - Изучение антагонистической активности P. aeruginosa D7
Как видно, клетки P. aeruginosa T2 показали высокую антагонистическую активность по отношению к 5-и штаммам бацилл: Bacillus sp. D1Х, Bacillus sp. M2, B. subtilis A5, Bacillus sp. S1, Bacillus sp.  S2 - зона задержки роста составила 22-24 мм.
В связи с тем, что разработанный, заводненный нефтепласт является поликомпонентной смесью различных нефтяных углеводородов, использование метаболического потенциала смешанных культур микроорганизмов в ассоциациях более эффективно в сравнении с монокультурами. Однако, использование большего количества составляющих ассоциацию микроорганизмов может привести к удорожанию разрабатываемой биотехнологии за счет необходимости дополнительного количества оборудования и расхода энергии для подготовки наработки биомассы микроорганизмов для получения ассоциации на предварительном этапе. В связи с чем, на основании изучения целевых свойств и антагонистических взаимоотношений микроорганизмов отобраны 5 штаммов микроорганизмов, из них 2 штамма псевдомонад - P. aeruginosa D5, P. aeruginosa D6 – аэробы и 3 штамма бацилл – Bacillus sp. D1Х, B. licheniformis SR1, B. licheniformis CL1 – факультативные анаэробы, как кандидаты для составления ассоциаций, предназначенных для разработки методов МУН.
Таким образом в результате проведенных исследований по определению нефтевытесняющих и нефтеразжижающих свойств 31 культуры микроорганизмов, выделенных из разработанных нефтепластов отобраны 16 штаммов микроорганизмов с высокой целевой активностью. На основании изучения межштаммовых антагонистических взаимоотношений 16-и штаммов с высокой целевой активностью отобраны следующие 5 штаммов микроорганизмов: P. aeruginosa D5 - нефтеэмульгатор, кислотообразователь, газообразователь, P. aeruginosa D6 - нефтеэмульгатор, кислотообразователь, газообразователь, Bacillus sp. D1Х - нефтеэмульгатор, газообразователь, B. licheniformis SR1 – кислотообразователь, газообразователь (анаэробных условиях) и B. licheniformis CL1 - кислотообразователь, газообразователь (анаэробных условиях).
3.1.2 Изучение целевой активности сконструированных ассоциаций микроорганизмов

В настоящее время в нефтяной промышленности востребованы комбинированные биопрепараты, вследствие того, что нефть является многокомпонентной смесью углеводородов различной молекулярной массы и других химических соединений. Входящие в биопрепарат штаммы бактерий объединяются в консорциум по способности штаммов продуцировать различные биологически активные вещества так, чтобы они дополняли или усиливали друг друга по биологической активности к продуцированию нефтевытесняющих и нефтеразжижающих метаболитов в условиях разработанного нефтепласта (высокие концентрации минеральных солей, давление, дефицит кислорода). 
В таблице 5 представлены варианты составления ассоциаций, на основе ранее отобранных 5-и штаммов микроорганизмов и отбор ассоциаций для дальнейшего изучения целевых свойств в смешанной культуре микроорганизмов, исключая ассоциации, где были замечены отрицательные антагонистические взаимодействия. Как видно, из 25-и возможных ассоциаций, исключая слабый и средний уровни антагонизма между микроорганизмамии, для дальнейшего изучения оставлены 12 ассоциаций микроорганизмов, из них: 7 ассоциаций, составленных из 2-х монокультур; 4 ассоциации – из 3-ех монокультур и одна ассоциация – из 4-ех монокультур. При создании ассоциаций, монокультуры бактерий активировались в МПБ в течении 48 часов, далее смешивались в пропорции 1:1, в случае использования двух культур; 1:1:1 и 1:1:1:1 - при использовании трех культур и четырех культур, соответственно. Полученную ассоциацию микроорганизмов (инокулят) вносили в питательную среду в количестве 10 % от объема среды. 
Таблица 5 - Конструирование ассоциаций микроорганизмов на основе антагонистических свойств
	№
	Варианты ассоциаций микроорганизмов
	Антагонизм в ассоциации
	Дальнейшее изучение целевых свойств в ассоциации

	I.
	из двух монокультур

	1
	D5: D6
	отсутствует
	+

	2
	D5:SR-1
	слабый 
	–

	3
	D5:CL-1
	слабый
	–

	4
	D5: D1Х
	средний
	–

	5
	D6:SR-1
	отсутствует
	+

	6
	D6: CL-1
	отсутствует
	+

	7
	D6: D1Х
	отсутствует
	+

	8
	SR-1: CL-1
	отсутствует
	+

	9
	SR-1: D1Х
	отсутствует
	+

	10
	CL-1: D1Х
	отсутствует
	+

	II.
	из трех монокультур

	11
	D5: D6: SR-1
	слабый
	–

	12
	D5: D6: CL-1
	средний
	–

	13
	D5: D6: D1Х
	средний
	–

	14
	D5: CL-1: D1X
	средний
	–

	15
	D5: SR-1: D1X
	средний
	–

	16
	D6: SR-1: CL-1
	отсутствует
	+

	17
	D6: SR-1: D1X
	отсутствует
	+

	18
	D6: CL-1: D1X
	отсутствует
	+

	18
	SR-1: CL-1:D1X
	отсутствует
	+

	III.
	из 4 монокультур

	20
	D5:D6: SR-1: CL-1
	средний
	–

	21
	D5:D6: SR-1: D1X
	средний
	–

	22
	D5:D6: CL-1:D1X
	средний
	–

	23
	D5: SR-1: CL-1: D1Х 
	средний
	–

	24
	D6: SR-1: CL-1: D1Х
	отсутствует
	+

	IV.
	из 5 монокультур

	25
	D5: D6: SR-1: CL-1: D1Х
	средний
	–


Основной задачей в биотехнологиях для повышения нефтеотдачи разработанных и заводненных нефтепластов является уменьшение вязкости нефти и увеличение давления в пласте с использованием микроорганизмов и их метаболитов с нефтевытесняющими и нефтеразжижающими свойствами [5, 6]. В связи с тем, что нефть является поликомпонентной смесью различных нефтяных углеводородов, в биотехнологиях для увеличения нефтеотдачи предпочтительно использование ассоциаций микроорганизмов, т.к. смешанные культуры образуют ряд различных нефтевытесняющих метаболитов – биоПАВ, газы, кислоты, появление которых в пластовой системе связано с аэробно-анаэробной деградацией нефти. Аэробно-анаэробная деградация нефти в нефтяном пласте обусловлена искусственным заводнением скважины с поверхности при использовании вторичных методов нефтедобычи. В связи с чем, изучение целевой активности сконструированных ассоциаций микроорганизмов проводилось как в аэробных, так и анаэробных условиях культивирования.
В таблице 6 представлены результаты определения суточной и двухсуточной эмульгирующей активности ассоциаций микроорганизмов при культивировании в аэробных и анаэробных условиях. 
Таблица 6 - Нефтеэмульгирующая активность сконструированных ассоциаций микроорганизмов в аэробных и анаэробных условиях
	№
	Варианты
	Эмульгирующая активность

	
	
	E24, %
	E48, %

	
	
	Аэробные условия
	Анаэробные

условия
	Аэробные условия
	Анаэробные

условия

	ассоциации из 2 монокультур

	1 
	Контроль 
	0
	0
	0
	0

	2 
	D5: D6
	40±0,1
	3±0,1
	50±0,1
	4±0,1

	3 
	D6 : SR 1
	43±0,1
	6,0±0,1
	53±0,1
	9,0±0,1

	4 
	D6 : CL1
	50±0,5
	5,3±0,1
	50±0,5
	5,3±0,1

	5 
	D6 : D1X
	49±0,4
	15±0,1
	55±0,4
	26±0,3

	6 
	SR1 : CL1
	3±0,1
	3,0±0,1
	5±0,1
	3,0±0,1

	7 
	SR1 : D1X
	30±0,1
	18,0±0,1
	30±0,1
	25,0±0,3

	8 
	CL1: D1X
	23±0,1
	16,0±0,1
	32±0,1
	20,0±0,2

	ассоциации из 3 монокультур

	9 
	D6 : SR1 :CL1
	36±0,3
	3,0±0,1
	50±0,3
	6,0±0,1

	10 
	D6 : SR1 : D1X
	43±0,1
	20,0±0,2
	51±0,1
	23,0±0,3

	11 
	D6 : CL1: D1X
	42±0,3
	20,0±0,2
	58±0,3
	26,0±0,3

	12 
	SR1 :CL1: D1X
	26±0,3
	23,0±0,3
	32±0,3
	25,1±0,3

	ассоциации из 4 монокультур

	13 
	D6 : SR1: Cl1 : D1X
	37±0,3
	19,0±0,1
	45±0,3
	28±0,3


Как видно, из сконструированных 12-и ассоциаций микроорганизмов нефтеэмульгирующая активность наблюдается для всех ассоциаций, причем, через 48 часов взаимодействия ассоциаций микроорганимов с нефтью этот показатель становится выше для 10-и ассоциаций и только для двух ассоциаций (D6:CL1 и SR1:D1Х), достигнув максимального значения на 24 сутки, через 48 часов остается без изменений или наблюдаются незначительные изменения. 
Установлено, что нефтеэмульгирующая активнось ассоциаций в аэробных условиях выше чем в анаэробных, так, максимальная нефтеэмульгирующая активность E48 для 7-и ассоциаций составила - 50-55 %, напротив, в ассоциациях, культивированных в анаэробных условиях этот показатель значительно ниже, так, максимальные значения E48 показаны для 5-и ассоциаций и находятся в пределах 25-28 %. Следует отметить, что такие результаты коррелируют с тем, что при конструировании ассоциаций были отобраны две культуры псевдомонад с высокими нефтеэмульгирующими активностями, т.к. псевдомонады являются аэробами, то в асоциациях с ними в аэробных условиях наблюдаются высокие значения нефтеэмульгирующей активности. Тогда как, Bacillus sp. D1Х был включен в ассоциацию, как штамм, показывающий максимальную нефтеэмульгирующую активность среди исследованных 7-и бацилл (32 %) и выделен в аэробных условиях культивирования. Можно предположить, что для данного штамма Bacillus sp. D1Х благоприятной средой для максимального продуцирования биосурфактантов-нефтеэмульгаторов является аэробная среда, в связи с чем в анаэробных условиях в ассоциациях он показал меньшую нефтеэмульгирующую активность, т.к. является факультативным аэробом.
В таблице 7 представлены результаты динамики газообразования при культивировании ассоциаций микроорганизмов на синтетической среде с мелассой.

Таблица 7 - Динамика газообразования ассоциаций микроорганизмов на синтетической среде с мелассой

	№
	Период культивирования, сут. / 

Вaриaнты
	Газообразование 

	
	
	0
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13

	аэробные условия культивирования

	1
	Контроль
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	2
	D1Х : D6
	-
	+
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	++

	3
	D6 : SR 1
	-
	+
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++

	4
	D6 : CL1
	-
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	++

	Продолжение таблицы 7

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13

	5
	D5: D6
	-
	+
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	++

	6
	SR1 : CL1
	-
	++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++

	7
	SR1 : D1Х
	-
	+
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	++

	8
	CL1: D1Х
	-
	-
	+
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++

	9
	D6 : SR1 :CL1
	-
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	++

	10
	D6 : SR1 : D1Х
	-
	-
	-
	+
	++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++

	11
	D6 : CL1: D1Х
	-
	-
	+
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	++

	12
	SR1 :CL1: D1Х
	-
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	++

	13
	D6 : SR1: Cl1 : D1Х
	-
	+
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++

	анаэробные условия культивирования

	1 
	Контроль
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	2 
	D1Х : D6
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	3 
	D6 : SR 1
	-
	-
	-
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++

	4 
	D6 : CL1
	-
	-
	-
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++

	5 
	D5: D6
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	
	SR1 : CL1
	-
	-
	-
	+
	+
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++

	6 
	SR1 : D1Х
	-
	-
	-
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++

	7 
	CL1: D1Х
	-
	-
	-
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++

	
	D6 : SR1 :CL1
	-
	-
	-
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++

	8 
	D6 : SR1 : D1Х
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	9 
	D6 : CL1: D1Х
	-
	-
	-
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++

	10 
	SR1 :CL1: D1Х
	-
	-
	-
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++

	11 
	D6 : SR1: Cl1 : D1Х
	-
	-
	-
	-
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++

	Примечание: способность к газообразованию - + -слабое, ++ - умеренное, +++ - активное


Как видно, активное газообразование в аэробных условиях наблюдается для 5 ассоциаций микроорганизмов, из них, 3 ассоциаций, состоящие из 2-х монокультур: D6:SR 1; SR1:CL1; CL1:D1Х и по одной ассоциации, состоящей из 3-х и 4-х монокультур: D6:SR1:D1Х; D6:SR1:Cl1:D1Х. Остальные семь ассоциаций, по результатам культивирования, относятся к слабым и умеренным газообразователям. В анаэробных условиях активное газообразование наблюдается для 9-и ассоциаций:
· D1Х:SR 1;
· D1Х:Cl1;
· D6:Cl1;
· D6:SR1;
· SR1:Cl1;
· D1Х:Cl1:SR1;
· D6:Cl1:SR1;
· D1Х:D6:Cl1;
· D1Х:D6:Cl1:SR1. 
Умеренное газообразование наблюдается для ассоциации D1Х:D6:SR1 и отсутствовало газообразование в двух ассоциациях: D5: D6 и D6:D1Х.

В таблице 8 представлены результаты изменения рН среды при культивировании ассоциации микроорганизмов на синтетической среде с добавлением мелассы в аэробных и анаэробных условиях в течение 10-и суток.
Таблица 8 - Динамика изменения рН среды при культивировании ассоциации микроорганизмов  на синтетической среде с добавлением мелассы

	№
	Период культивирования, сут. /

Вaриaнты
	рН, ед.

	
	
	0
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	аэробные условия культивирования

	1
	Контроль
	7,0±0,3
	6,9±0,3
	6,8±0,3
	6,7±0,3
	6,6±0,3
	6,7±0,3
	6,6±0,3
	6,6±0,3
	6,7±0,3
	6,7±0,3
	6,8±0,3

	2
	D1Х:D6
	7,0±0,3
	7,5±0,3
	6,7±0,3
	6,0±0,3
	5,8±0,2
	5,1±0,2
	4,4±0,2
	4,4±0,2
	4,5±0,2
	4,3±0,2
	4,2±0,2

	3
	D6:SR1
	7,0±0,3
	6,8±0,3
	6,6±0,3
	6,2±0,3
	5,9±0,3
	5,4±0,2
	5,1±0,2
	4,8±0,2
	4,6±0,2
	4,4±0,2
	4,4±0,2

	4
	D6:CL1
	7,0±0,3
	6,7±0,3
	6,0±0,3
	6,5±0,3
	6,1±0,3
	5,3±0,2
	4,1±0,2
	4,2±0,2
	4,3±0,2
	4,8±0,2
	4,1±0,2

	5
	D5: D6
	7,0±0,3
	7,5±0,3
	7,0±0,3
	6,8±0,3
	6,3±0,3
	5,4±0,2
	4,4±0,2
	4,5±0,2
	4,7±0,2
	5,2±0,2
	4,4±0,2

	6
	SR1:CL1
	7,0±0,3
	6,5±0,3
	6,2±0,3
	6,0±0,3
	5,9±0,3
	5,5±0,3
	5,3±0,2
	5,1±0,3
	5,0±0,3
	4,8±0,2
	4,8±0,3

	7
	SR1:D1Х
	7,0±0,3
	6,5±0,3
	6,0±0,3
	5,8±0,3
	5,7±0,2
	5,7±0,2
	5,3±0,2
	5,0±0,3
	4,8±0,3
	4,7±0,3
	4,6±0,3

	8
	CL1:D1
	7,0±0,3
	6,5±0,3
	6,4±0,3
	7,2±0,3
	4,8±0,2
	4,5±0,2
	4,4±0,2
	4,4±0,2
	4,6±0,2
	4,9±0,2
	4,9±0,2

	9
	D6:SR1 :CL1
	7,0±0,3
	6,5±0,3
	6,3±0,3
	5,8±0,2
	4,3±0,2
	4,3±0,2
	4,2±0,2
	4,2±0,2
	4,2±0,2
	4,3±0,2
	4,3±0,2

	10
	D6:SR1: D1Х
	7,0±0,3
	6,5±0,3
	5,8±0,2
	5,8±0,2
	4,6±0,2
	4,4±0,2
	4,3±0,2
	4,3±0,2
	4,4±0,2
	4,4±0,2
	4,3±0,2

	11
	D6:CL1: D1Х
	7,0±0,3
	6,8±0,3
	6,5±0,3
	5,9±0,2
	4,5±0,2
	4,4±0,2
	4,3±0,2
	4,3±0,2
	4,3±0,2
	4,3±0,2
	4,3±0,2

	12
	SR1:CL1:D1Х
	7,0±0,3
	6,6±0,3
	6,4±0,3
	6,2±0,3
	6,0±0,3
	5,7±0,3
	5,6±0,3
	5,4±0,3
	5,3±0,3
	5,1±0,3
	5,1±0,3

	13
	D6:SR1:Cl1:D1Х
	7,0±0,3
	6,5±0,3
	6,0±0,3
	5,5±0,2
	4,3±0,2
	4,3±0,2
	4,1±0,2
	4,0±0,2
	4,0±0,2
	4,1±0,2
	4,0±0,2

	анаэробные условия культвирования

	1
	Контроль
	7,0±0,3
	6,8±0,3
	6,7±0,3
	7,1±0,3
	6,9±0,3
	6,9±0,3
	7,0±0,3
	6,7±0,3
	6,7±0,3
	6,8±0,3
	6,8±0,3

	2
	D1Х:D6
	7,0±0,3
	6,8±0,3
	6,7±0,3
	6,0±0,3
	5,8±0,2
	5,6±0,2
	5,4±0,2
	5,2±0,2
	5,1±0,2
	4,9±0,2
	4,9±0,2

	3
	D6:SR 1
	7,0±0,3
	6,5±0,3
	6,1±0,3
	6,0±0,3
	5,5±0,3
	5,0±0,2
	4,7±0,2
	4,6±0,2
	4,6±0,2
	4,6±0,2
	4,6±0,2

	4
	D6:CL1
	7,0±0,3
	6,5±0,3
	6,0±0,3
	5,7±0,3
	5,5±0,3
	4,8±0,2
	4,5±0,2
	4,5±0,2
	4,4±0,2
	4,4±0,2
	4,4±0,2

	5
	D5:D6
	7,0±0,3
	7,0±0,3
	6,8±0,3
	6,7±0,3
	6,7±0,3
	6,6±0,2
	6,4±0,2
	6,2±0,2
	6,3±0,2
	6,2±0,2
	6,2±0,2

	6
	SR1:CL1
	7,0±0,3
	6,6±0,3
	6,3±0,3
	6,1±0,3
	5,9±0,3
	5,9±0,3
	5,6±0,2
	5,2±0,3
	5,0±0,3
	4,9±0,2
	4,9±0,2

	7
	SR1:D1Х
	7,0±0,3
	6,5±0,3
	6,0±0,3
	5,8±0,3
	5,7±0,2
	5,7±0,2
	5,3±0,2
	5,0±0,3
	4,8±0,3
	4,7±0,3
	4,7±0,3

	8
	CL1: D1Х
	7,0±0,3
	6,4±0,3
	6,2±0,3
	6,0±0,3
	5,8±0,2
	5,5±0,2
	5,1±0,2
	5,0±0,2
	4,9±0,2
	4,9±0,2
	4,8±0,2

	9
	D6:SR1:CL1
	7,0±0,3
	6,5±0,3
	5,7±0,3
	5,7±0,2
	5,3±0,2
	5,0±0,2
	4,8±0,2
	4,6±0,2
	4,5±0,2
	4,4±0,2
	4,4±0,2

	10
	D6:SR1:D1Х
	7,0±0,3
	6,5±0,3
	5,8±0,2
	5,4±0,2
	5,1±0,2
	5,0±0,2
	4,8±0,2
	4,9±0,2
	4,9±0,2
	4,8±0,2
	4,8±0,2

	11
	D6:CL1: D1Х
	7,0±0,3
	6,6±0,3
	6,2±0,3
	5,9±0,2
	5,5±0,2
	5,2±0,2
	4,9±0,2
	4,7±0,2
	4,6±0,2
	4,6±0,2
	4,6±0,2

	12
	  SR1:CL1:D1Х
	7,0±0,3
	6,5±0,3
	6,3±0,3
	6,1±0,3
	5,8±0,3
	5,6±0,3
	5,3±0,3
	5,0±0,3
	4,8±0,3
	4,7±0,3
	4,7±0,3

	13
	D6:SR1:Cl1:D1Х
	7,0±0,3
	6,3±0,3
	6,2±0,3
	5,9±0,2
	5,5±0,2
	5,3±0,2
	5,1±0,2
	4,6±0,2
	4,5±0,2
	4,4±0,2
	4,4±0,2


Как видно из табличных данных, при совместном культивировании смешанных культур микроорганизмов в аэробных условиях происходит активное кислотообразование, так, максимальное понижение рН среды к концу эксперимента с 7 ед. до 4,0-4,4 ед. наблюдается для 8-и ассоциаций:
· D6:D1Х (4,2 ед.);
· D6:CL1 (4,1 ед.);

· D6:SR1 (4,4 ед.);

· D5: D6 (4,4 ед.);

· D6:SR1:CL1 (4,3 ед.);
· D6:SR1:D1Х (4,3 ед.);
· D6:CL1: D1Х (4,3 ед.);
· D6:SR1:Cl1:D1Х (4,0 ед.).
В анаэробных условиях максимальное снижение рН среды к концу эксперимента с 7 ед. до 4,4 ед. наблюдается для 3-ех ассоциаций:
· D6:CL1 (4,4 ед.);
· D6:SR1:CL1 (4,4 ед.);
· D6:SR1:Cl1:D1Х (4,4 ед.).

В таблице 9 представлен анализ нефтевытесняющих (газообразование) и нефтеразжижающих (кислотообразование, нефтеэмульгирующая активность) сконструированных ассоциаций микроорганизмов.
Таблица 9 – Анализ нефтевытесняющих и нефтеразжижающих свойств конструированных ассоциаций микроорганизмов

	№
	Варианты ассоциации
	Нефтеэмульгирующая активность Е48, %
	рН среды на 10-е сутки эксперимента, ед.
	Газообразование

	
	
	аэробные условия
	анаэробные

условия
	аэробные условия
	анаэробные

условия
	аэробные условия
	анаэробные

условия

	1 
	D1Х : D6
	55±0,4
	26±0,3
	4,2±0,2
	4,9±0,1
	++
	-

	2 
	D6 : SR 1
	53±0,1
	9,0±0,1
	4,4±0,2
	4,6±0,1
	+++
	+++

	3 
	D6 : CL1
	50±0,5
	5,3±0,1
	4,1±0,2
	4,4±0,1
	++
	+++

	4 
	D5 : D6
	50±0,1
	4±0,1
	4,4±0,2
	6,2±0,1
	++
	-

	5 
	SR1 : CL1
	5±0,1
	3,0±0,1
	4,8±0,3
	4,9±0,1
	+++
	+++

	6 
	SR1 : D1Х
	30±0,1
	25,0±0,3
	4,6±0,3
	4,7±0,1
	++
	+++

	7 
	CL1: D1Х
	32±0,1
	20,0±0,2
	4,9±0,2
	4,8±0,1
	+++
	+++

	8 
	D6 : SR1 :CL1
	50±0,3
	6,0±0,1
	4,3±0,2
	4,4±0,1
	++
	+++

	9 
	D6 : SR1 : D1Х
	51±0,1
	23,0±0,3
	4,3±0,2
	4,8±0,1
	+++
	-

	10 
	D6 : CL1 : D1Х
	50±0,3
	26,0±0,3
	4,3±0,2
	4,6±0,1
	++
	+++

	11 
	SR1 :CL1: D1Х
	32±0,3
	25,1±0,3
	5,1±0,3
	4,7±0,1
	++
	+++

	12 
	D6 : SR1: CL1 : D1Х
	45±0,3
	28±0,3
	4,0±0,2
	4,4±0,1
	+++
	+++

	Примечание: 

«+» - слабое газообразование

«++» - умеренное газообразование

«+++» - активное газообразование


Как видно, из исследованных 12-и сконструированных ассоциаций микроорганизмов, по совпадению минимум 4-х показателей из 6-и целевых свойств (нефтеэмульгирование, кислотообразование, газообразование в аэробных и анаэробных условиях) были отобраны следующие 5 ассоциаций микроорганизмов, из них: 2 ассоциации состоящие из 2-х монокультур - D6 : SR 1; D6 : CL1; 2 ассоциации из 3 монокультур -  D6 : SR1 :CL1; D6 : CL1 : D1Х и одна ассоциация из 4-х монокультур D6 : SR1: Cl1 : D1Х.

Таким образом, в результате изучения нефтевытесняющих и нефтеразжижающих свойств 12-и сконструированных ассоциаций микроорганизмов отобраны 5 ассоциаций микроорганизмов с высокими целевыми характеристиками в аэробных и анаэробных условиях культивирования. 
3.1.3 Подбор питательной среды для получения биомассы ассоциации 

Фактором, определяющим успешность микробиологических методов, является жизнедеятельность микроорганизмов, которая определяется подбором питательных веществ и режимов культивирования. Для заводненных участков нефтепластов на поздней стадии разработки, где коллектор обеднен легкими углеводородами, для активного развития внесенных микроорганизмов, необходимы дополнительные «легкие» источники углерода, фосфора и азота. Следует отметить, что закачиваемые поверхностные воды — источник поступления кислорода в нефтепласт, что позволяет говорить об аэробно-анаэробных условиях в разработанных нефтепластах [7]. В качестве питательной среды использовался минимальный минеральный фон Е8 с добавлением различных концентраций мелассы (10%, 20%, 40%) как источника углерода, азота и фосфора. Меласса — кормовая патока, побочный продукт сахарного производства; сиропообразная жидкость тёмно-бурого цвета со специфическим запахом. Содержит 20–25 % воды, около 9 % азотистых соединений (преимущественно амидов), 58–60% углеводов (главным образом сахара).

Для определения биомассы использовали спектрофотометрический метод измерения мутности клеточных суспензий - оптическую плотность в культивируемой жидкости. В таблице 10 представлены результаты изменения оптической плотности микроорганизмов при культивировании на среде с различным содержанием мелассы в аэробных условиях.

Таблица 10 – Динамика изменения оптической плотности микроорганизмов при культивировании на среде с различным содержанием мелассы в аэробных условиях

	№
	Варианты
	Оптическая плотность, d, ед.

	
	
	0 суток
	5 суток
	7 суток 
	10 суток

	1 
	Контроль
	0
	0
	0
	0

	2 
	10%
	D6 : Cl1
	0,787±±0,031
	0,894±0,032
	0,934±0,036
	1,173±032

	3 
	
	D6 : SR1
	0,753±0,032
	0,808±0,031
	0,931±0,036
	1,167±032

	4 
	
	D6 : SR1 :CL1
	0,781±0,034
	0,866±0,041
	0,981±0,047
	1,165±032

	5 
	
	D6 : CL1 : D1Х
	0,797±0,035
	0,896±0,042
	1,053±0,031
	1,134±032

	6 
	
	D6 : SR1: CL1 : D1Х
	0,768±0,033
	0,907±0,035
	1,196±0,036
	1,171±032

	7 
	20%
	D6 : CL1
	0,787±±0,031
	0,802±0,036
	0,849±0,030
	0,956±032

	8 
	
	D6 : SR1
	0,753±0,032
	0,836±0,036
	0,893±0,032
	0,929±032

	9 
	
	D6 : SR1 :CL1
	0,781±0,034
	0,834±0,036
	0,841±0,035
	0,972±032

	10 
	
	D6 : CL1 : D1Х
	0,797±0,035
	0,845±0,036
	0,861±0,031
	0,891±032

	11 
	
	D6 : SR1: CL1 : D1Х
	0,768±0,033
	0,792±0,036
	0,892±0,036
	0,956±032

	12 
	40%
	D6 : CL1
	0,787±±0,031
	0,796±0,032
	0,811±0,034
	0,847±032

	13 
	
	D6 : SR1
	0,753±0,032
	0,784±0,030
	0,812±0,031
	0,876±032

	14 
	
	D6 : SR1 :CL1
	0,781±0,034
	0,799±0,032
	0,853±0,034
	0,891±0,036

	15 
	
	D6 : CL1 : D1Х
	0,797±0,035
	0,804±0,030
	0,869±0,031
	0,812±0,035

	16 
	
	D6 : SR1: Cl1 : D1Х
	0,768±0,033
	0,781±0,032
	0,825±0,034
	0,842±0,036


Как видно, в аэробных условиях все ассоциации хорошо размножаются, так во всех вариантах с различным содержанием мелассы, оптическая плотность повышается, однако, максимальное накопление биомассы к концу эксперимента наблюдаются в вариантах при культивировании на среде с 10-ю % мелассы – оптическая плотность составила 1,134-1,173 ед. и по нисходящей, при культивировании на 20% мелассы – 0,891-0,972 ед. и наименьшее накопление на среде с 40% мелассы 0,812-0,847 ед.

В таблице 11 представлены результаты изменения оптической плотности микроорганизмов при культивировании на синтетической среде Е8 с содержанием 10%, 20% и 40% мелассы в анаэробных условиях.

Как видно, в анаэробных условиях наблюдается более активное размножение микроорганизмов чем в аэробной среде, однако, оптимальной концентрацией мелассы в среде является такая же как и в аэробных условиях, так, максимальное накопление клеточной массы для всех 5-и ассоциаций к концу эксперимента составила 1,659-1,683 ед. и наименьшее накопление биомассы отобранных ассоциаций наблюдается на среде с 20% мелассы – 1,071-1,683 ед. Известно, что ферментация мелассы обычно дает большое количество метаболитов (90%) и небольшое количество биомассы (10%) [1].
Таблица 11 – Динамика изменения оптической плотности микроорганизмов при культивировании на среде с различным содержанием мелассы в анаэробных условиях

	№
	Варианты
	Оптическая плотность, d, ед.

	
	
	0 суток
	5 суток
	7 суток 
	10 суток

	17 
	Контроль
	0
	0
	0
	0

	18 
	10%
	D6 : Cl1
	0,787±±0,031
	0,849±0,036
	1,614±0,036
	1,667±0,036

	19 
	
	D6 : SR1
	0,753±0,032
	1,428±0,036
	1,631±0,036
	1,659±0,036

	20 
	
	D6 : SR1 :CL1
	0,781±0,034
	0,966±0,041
	1,581±0,047
	1,673±0,045

	21 
	
	D6 : CL1 : D1X
	0,797±0,035
	0,896±0,042
	1,643±0,046
	1,666±0,046

	22 
	
	D6 : SR1: CL1 : D1X
	0,768±0,033
	0,907±0,035
	1,896±0,042
	1,683±0,046

	23 
	20%
	D6 : CL1
	0,787±±0,031
	0,802±0,036
	0,849±0,036
	1,458±0,036

	24 
	
	D6 : SR1
	0,753±0,032
	0,736±0,036
	0,833±0,036
	1,424±0,036

	25 
	
	D6 : SR1 :CL1
	0,781±0,034
	0,8342±0,036
	0,941±0,036
	1,438±0,036

	26 
	
	D6 : CL1 : D1X
	0,797±0,035
	0,7616±0,036
	0,851±0,036
	1,464±0,036

	27 
	
	D6 : SR1: CL1 : D1X
	0,768±0,033
	0,792±0,036
	0,892±0,036
	1,418±0,036

	28 
	40%
	D6 : CL1
	0,787±±0,031
	0,816±0,032
	0,933±0,034
	1,071±0,036

	29 
	
	D6 : SR1
	0,753±0,032
	0,804±0,030
	0,901±0,031
	1,073±0,035

	30 
	
	D6 : SR1 :CL1
	0,781±0,034
	0,816±0,032
	0,933±0,034
	1,041±0,036

	31 
	
	D6 : CL1 : D1X
	0,797±0,035
	0,804±0,030
	0,901±0,031
	1,125±0,035

	32 
	
	D6 : SR1: Cl1 : D1X
	0,768±0,033
	0,816±0,032
	0,933±0,034
	1,071±0,036


Такие показатели размножения клеток ассоциаций микроорганизмов на среде с 10 % мелассы, можно связать с эмпирически подобранным оптимальным соотношением для жизнедеятельности данных смешанных культур микроорганизмов биогенных элементов углерода, азота и фосфора. 

Таким образом, в результате проведенных исследований по получению биомассы ассоциации микроорганизмов с высокими целевыми характеристиками на питательных средах с содержанием мелассы 10%, 20% и 40%, показано, что оптимальной питательной средой является синтетическая среда Е8 с добавлением мелассы в количестве 10 % от общего объема. 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
По результатам проведенных исследований сделаны следующие выводы:
1 Отобраны 16 штаммов микроорганизмов с высокой целевой активностью на основе изучения нефтевытесняющих и нефтеразжижающих свойств 31 штамма микроорганизмов, разработанных нефтепластовых вод.
2   Выявлено, что из 16-и штаммов микроорганизмов 8 штаммов, в частности, 5 штаммов P. aeruginosa (D5, D6, D7, Т2, Т3) и представители бацилл: B. subtilis A5, Bacillus sp. S1, B. licheniformis SR1 обладают антагонистической активностью в отношении отобранных 16-и штаммов.
3   На основании изучения межштаммовых антагонистических взаимоотношений 16-и штаммов отобраны следующие 5 штаммов микроорганизмов: P. aeruginosa D5 - нефтеэмульгатор, кислотообразователь, газообразователь, P. aeruginosa D6 - нефтеэмульгатор, кислотообразователь, газообразователь, Bacillus sp. D1X - нефтеэмульгатор, газообразователь, B. licheniformis SR1 – кислотообразователь, газообразователь (анаэробных условиях) и B. licheniformis CL1 - кислотообразователь, газообразователь (анаэробных условиях).

4   Из исследованных 12-и сконструированных ассоциаций микроорганизмов, по совпадению минимум 4-х показателей из 6-и целевых свойств - нефтеэмульгирование, кислотообразование, газообразование в аэробных и анаэробных условиях - были отобраны следующие 5 ассоциаций микроорганизмов, из них: 2 ассоциации состоящие из 2-х монокультур - D6 : SR 1; D6 : CL1; 2 ассоциации из 3 монокультур -  D6 : SR1 :CL1; D6 : CL1 : D1Х и одна ассоциация из 4-х монокультур D6 : SR1: Cl1 : D1Х.

5   Установлено, что максимальное накопление биомассы отобранными 5-ю ассоциациями микроорганизмов в аэробных и анаэробных условиях проиходит на питательной среде Е8 с содержанием мелассы 10 % от общего объема. 

Пoставленные задачи исследoвания выпoлнены пoлнoстью.
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TEXHUYECKAS CIELU®UKALIHS 1
KAJEHJAPHBIN ILUIAH PABOT

Tlo morosopy Ne 763 oT 7. e, 2018 roma

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

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

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

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

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

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

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

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

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

2.1 Hanpassenne paGoTsr: OyHIaMEHTANBHBIC NCCICAOBAHNS B 061aCTH MAKPOGHOIOTHE

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

2.3 KoneuHslif pe3yapTaT:

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

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

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

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

MuKpooprasusmami. Co3ziana TeXHONOTHYECKAS CXeMA TPOBEJEHUS! [OBBIICHHS HedTeoT A
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MIacToB ¢ MOMOIBIO ACCONMAIH MHKPOOPraHu3MOB, BynyT omyGnmkoBaHsl 2 (nBe) CTaTbi B
PELCH3HPYEMOM 3apyGeIKHOM HAYSHOM H3JIaHAN C HEHYJIEBLIM HMIAKT-(PaKTopoM, a Takxke 2 (ase)
nybIuKamEH B OKypHAnax, pekomengosamnerx KKCOH MOH PK. Byzer omy6Gmmkosana
MOHOrpausi B KA3aXCTAHCKOM H3JaTeLCTBE.
2.4 [TaTeHTOCTIOCOBHOCTD: Pe3y ibTars! HCCHEOBAHMIA NATEHTOCIIOCOOHEI.
2.5 Hayuso-TeXHUHeCKyit ypoBeHs (HoBn3Ha): Bricokuit.
2.6 Vcnons3oBanye HAYYHO-TEXHHUECKOH MPOJYKIMM OCYIIECTBIIETCS: 3aKA3YMKOM H
VcnonHATEIeM COBMECTHO.
2.7 Buj WCHONB3OBAHUS pe3yNbTATOB HAYYHOM M (WIM) HAYYHO-TEXHHMUECKOH
IeSITEBHOCTH: TyOMHKal|H, OTYETEL.

3. Haumernoganue pabom, CpoKu ux peanu3ayuy u pesyavmanbst

Ulugp | Hamverosamne paGor mo CpoK BBITIONHERHS OKANAEMBIH Pe3yITETaT
3ajanus, | JIOrOBOpPY ¥ OCHOBHEIG
oTama | STAmBI ero BHIIOIHCHHS Hagalo OKOHHAHWC
CKpuHART Bymer IIpOBEJCH CKPHHAHT
MHKPOOPTaHH3MOB, MHKPOOPTaHH3MOB,
CIHOCOOHEIX K BBIIENECHUIO CIOCOGHBIX K BBUICTICHHIO
MeTabOoIHTOB, MeTaboIuTOB, HEOOXOAUMBIX
1 Heoﬁxon‘m\m;c st Slmape Ho 1 nosGps s TOBBITIEHHS
TIOBBILGHAsS HeBTEOT A M 2038 pmg | 2018 roxa HeTe0TAAYH IIACTOB. Byner
niacTos, MpentrduKanus npoBeAeHa HICHTH(QUKAIHS
0TOGPaHHBIX KyNIbTYp 0TOOpaHHBIX KyIBTYp
e MHKDOOPTaHU3MOB. MHKDOOPTAHA3MOB.
Byaer mposelieH  0T6op
O160p MHKPOOPTraHH3MOB, MUKPOODTAHEIMOB,
I R SluBapb CenrsiOps | CIIOCOOHEIX K  BBUICICHHIO
1l T@ICBED METAGOIUTOB JUiA 2018 rona 2018 roma |meneBBIX METabONATOB UL
TOBBUIECHHS HedTeoTARqN o sedropmA
B IIACTOB.
liee 5 =
. |Anenruduxanms Oxrsbps | Jio 1 Hos6ps Byner HpPOBE/ICH
12 |orobpaHHBX KYTETYP | 5018 roa | 2018 rona HIeHTHGHKATHS OTOOPAHHBIX
MHKPOOPraHU3MOB. KYJIBTYP MHKPOOPTaHH3MOB.
Byzmer co3zaHa acconuanus
Cosjlanue ACCONUALMN HA i DEEUBRIRR,
OCHORAHHUH KOMGHHHPOB&HHX CBO'ECTB
MHKPOOPTraHH3MOB ¥ HoAbOpa
2. mﬁmﬁ:‘; CBOECT: SluBape | Mo 1 HosGpst |nmrarenbHOM cpexsl. Bymer
noxGopa e 2019roma | 2019roma |omyGmmkoBama 1  (omma)
e CTaThsl B  PEUEH3HPYEMOM
3apy6eKHOM HayIHOM
M3/IaHHA | C HEHYJICBBIM
HMIIaKT-HaKTOPOM.
Pby'ienne i Byner H3ydeHa
@HTArOHHCTHIECKO! s | gl ARTArOHHCTHIECKOK
AKTHBHOCTH AKTWBHOCTE
2019 rona roga
A £ MHKPOOPraHH3MOB B
accouuanun, | acconmanun
22 Wsyuenne uenesbx | Mions 2019 | Jlo 1 mosGps |Bynyr  msywenst uenen;i
AKTHBHOCTEH accolmamun|  roga 2019 rona |axruBHOCTH accoumari
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MOJIGIBHBIX JKCIEPUMEHTAX.
ByxnyT omy6nukoBans! 2 (1Be)
CTaTbM B PEIEH3HPYEMOM

s (b e | S | B "™
M 2eoQIanHH roze o H3JaHUH C HEHYJIEBBIM
SRR i o UMIAKT-(PaKTOpoM, a TaKxKe 2
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P 1 JKypHAnax,

pexomenzioanrex  KKCOH
MOH PK. Byner
omyGuKoBana MOHOrpadus B
KA3aXCTAHCKOM
U3/1aTCIILCTBE.

TlonGop ATATENBHBIX | Bymer nmpoBemeH moxGop

BELIECTB (oTx0z0B Stisaps | Pirois 2020 THTATEIBHEX BELIECTB

3.1 |OpOMBILICHHOCTH)  JUId 2020 roza o (OTXO0/I0B HPOMBIIIIEHHOCTH)
BHECEHHsS B IacT ¢ [Uid BHECCHHMS B IUICT €
MHKPOOPTaHH3MAMH. MHKDOOPTaHH3MaMH.

Byner co3ziaHa
Se?uono:mecxoﬂ CXeMBI TOXHOJOrpUCCRES XA
" |nposenenns  nospunerus | Mioms 2020 | Tlo 1 HosOpst ARNEACERA RBIHISHIL

32 He(TeOTAAYM  IIACTOB €
HedTeOTAAYM [LIACIOB C roja 2020 roma
TIOMONTEIO e TOMOLIBIO acconuanuu

MHKPOOPraHH3MOB.

MHKPOOPTaHH3MOB.
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