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В настоящее время для очистки сточных вод от фосфатов применяются биотехнологии, основанные
на использовании фосфат-аккумулирующих организмов, “собирающих” неорганические фосфаты
из среды в виде полифосфатов при циклическом росте в анаэробных и аэробных условиях. В боль-
шинстве систем очистки сточных вод функцию фосфат-аккумуляции выполняют бета-протеобак-
терии кандидатного рода ‘Candidatus Accumulibacter’. Однако, до настоящего момента ни один из
представителей ‘Ca. Accumulibacter’ не выделен в чистую культуру. Мы провели метагеномный ана-
лиз микробного консорциума, сформировавшегося в лабораторной установке по очистки сточных
вод от фосфатов и обеспечивающего удаление до 80% фосфора из среды. В сообществе преобладали
представители филумов Proteobacteria (82.5%), Bacteroidetes (10.5%) и Chloroflexi (1.6%). Среди про-
теобактерий были обнаружены Betaproteobacteria, среди которых преобладали представители рода ‘Ca. Ac-
cumulibacter’, и Gammaproteobacteria (26.8%), большинство из них относилось к семейству ‘Ca. Competi-
bacteraceae’. На основе метагеномных данных получен геном доминирующей в сообществе фосфат-акку-
мулирующей бактерии, который представляет новый вид рода ‘Ca. Accumulibacter’. Исследуемое
микробное сообщество является перспективным объектом как для дальнейших фундаментальных иссле-
дований метаболизма фосфат-аккумулирующих организмов, так и для совершенствования биотехноло-
гий очистки сточных вод от фосфора.
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Фосфор является одним из биогенных элемен-
тов и входит в состав биомассы всех живых орга-
низмов, выполняя важную роль в конструктивном
и энергетическом метаболизме (Butusov, Jernelov,
2013). Соединения фосфора, в основном фосфа-
ты, широко используются в различных областях
промышленности и аграрном секторе, вследствие
чего они оказываются компонентом сточных вод
коммунального хозяйства и агропромышленного
комплекса. Поступление избыточных количеств
фосфора в реки и озера нарушает сбалансирован-
ность этих экосистем и приводит к их эвтрофика-
ции. Таким образом, очистка сточных вод от фос-
фатов является важной практической задачей.

В последнее время активно разрабатываются
биотехнологии удаления фосфатов из сточных
вод. Эти технологии основаны на способности
организмов к внутриклеточному накоплению по-
лифосфатов, которая встречается среди про- и эу-
кариот (Kulaev et al., 2004; Rehm, 2010). В резуль-

тате исследований активных илов биореакторов в
системе очистки сточных вод, были обнаружены
фосфат-аккумулирующие микроорганизмы (ФАО),
“извлекающие” неорганические фосфаты из сре-
ды и включающие их в свою биомассу в виде по-
лифосфатов при циклическом росте в анаэроб-
ных и аэробных условиях. В анаэробной фазе роста
ФАО используют в качестве источника углерода
ацетат, запасают полигидроксибутират, а АТФ по-
лучают в результате расщепления полифосфатов. В
аэробных условиях бактерии используют ранее на-
копленный полигидроксибутират, при этом с вы-
сокой эффективностью поглощая фосфаты из
среды и запасая их в форме полифосфатов. Такой
тип адаптации к циклической смене аэробных и
анаэробных условий дает ФАО конкурентные
преимущества перед обычными гетеротрофами и
обеспечивает эффективное удаление фосфора из
сточных вод (Wentzel et al., 1988, 2008).

КРАТКИЕ
СООБЩЕНИЯ
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Проведенные ранее исследования микробных
сообществ активного ила промышленных уста-
новок по очистке сточных вод, а также обогащен-
ных ФАО лабораторных культур указывают на то,
что в большинстве случаев основную роль в уда-
лении фосфора играют бета-протеобактерии, от-
носящиеся к роду “Candidatus Accumulibacter”
(Zilles et al., 2002; Kong et al., 2004; Lu et al., 2006;
He et al., 2008). Исследования “Са. Accumulibacter”
показали, что входящие в эту группу микроорганиз-
мы значительно различаются генетически и физио-
логически (Peterson et al., 2008; Flowers et al., 2009).
Однако до настоящего момента ни один из из-
вестных представителей “Са. Accumulibacter” не
выделен в чистую культуру.

В 2017 году в ФИЦ Биотехнологии РАН была
запущена пилотная установка по очистке сточ-
ных вод от фосфатов. Для культивирования ФАО
использовали реактор последовательно-перио-
дического действия (реактор типа SBR, sequenc-
ing-batch reactor) с рабочим объемом 15 л. Состав
среды (мг/л): CH3COONa ⋅ 3H2O – 670; NH4Cl – 50;
KH2PO4 – 54.3; Na2HPO4 – 56.7; дрожжевой экс-
тракт – 8.6 мг/л (концентрации компонентов сре-
ды подбирали экспериментально). Цикл продол-
жительностью 6 ч включал стадии заполнения био-
реактора свежей средой (30 мин), анаэробного
роста (110 мин), роста в условиях аэрации (180 мин),
оседания активного ила (30 мин) и слива отрабо-
танной среды (10 мин). Активный ил в этих усло-
виях стабильно удалял 75–80% фосфора из среды.

Целью настоящего сообщения является пред-
ставление результатов метагеномного анализа
сформировавшегося в биореакторе микробного
консорциума, ответственного за удаление фосфа-
тов из среды.

Выделение суммарной ДНК из образцов актив-
ного ила проводили с помощью набора DNeasy
power soil (“Qiagen”) по протоколам фирмы-произ-
водителя. Библиотеку случайных фрагментов мета-
геномной ДНК готовили с помощью NEBNext
Ultra II DNA Library Prep Kit (“NEB”). Получен-
ную библиотеку секвенировали на Illumina HiSeq
2500 (“Illumina”). В результате было получено
около 50 млн чтений длиной 250 нт. Сборку по-
следовательностей в контиги осуществляли с по-
мощью программы metaSPAdes 3.7.1. Для прове-
дения таксономического анализа состава мик-
робного сообщества в собранных контигах
использовали программу CheckM (Parks et al.,
2015) искали последовательности вариабельного
региона V3 генов 16S рРНК. Отобранные после-
довательности таксономически идентифициро-
вали с использованием SINA online сервиса и ба-
зы данных SILVA (Quast et al., 2013). Долю каждо-
го генотипа в метагеноме определяли на основе
кратности покрытия соответствующего контига с
геном 16S рРНК. Также собранные контиги раз-
бивали на кластеры (бины), представляющие ге-

номы отдельных штаммов/видов микроорганиз-
мов, с помощью программы CONCOСT (Alneberg
et al., 2014). Значения ДНК–ДНК гибридизации
in silico вычисляли с помощью сервиса GGDC 2.1
(Meier-Kolthoff et al., 2013), используя рекомендо-
ванную формулу 2.

В исследуемом микробном сообществе доми-
нировали представители филума Proteobacteria, на
долю которых приходилось более 82.5% получен-
ных фрагментов гена 16S рРНК. Большинство
протеобактерий относились к классу Betaproteo-
bacteria (52%), в основном к семейству Rhodocycla-
ceae (49%). Как и ожидалось, среди них преобла-
дали микроорганизмы рода “Candidatus Accumuli-
bacter”, а еще около 18% последовательностей
фрагментов гена 16S рРНК бактерий семейства
Rhodocyclaceae не удалось классифицировать до
уровня рода.

Вторым по численности классом протебакте-
рий являлись Gammaproteobacteria (26.8%), боль-
шинство из которых относилось к семейству
“Candidatus Competibacteraceae” (20.6%). Эти глико-
ген-аккумулирующие бактерии часто встречаются
вместе с ФАО в установках по очистке сточных вод,
функционирующих в условиях циклической смены
анаэробных и аэробных условий (McIlroy et al.,
2014).

Среди минорных групп обнаружены предста-
вители филумов Bacteroidetes (10.5%) и Chloroflexi
(1.6%). Суммарная доля всех остальных филумов
бактерий составляла около 5%, среди них были
обнаружены представители Acidobacteria, Actino-
bacteria, Planctomycetes, Firmicutes, Elusimicrobia,
Nitrospirae, Spirochaetes, Patescibacteria и Verrucomi-
crobia. Все эти группы встречаются в биореакто-
рах по очистке сточных вод от фосфатов (Kamika
et al., 2018).

В результате кластеризации полученных в ре-
зультате секвенирования метагенома контигов
был получен геном доминирующей в сообществе
бактерии, обозначенный Bin19. Этот геном был
представлен 246 контигами, суммарная длина ко-
торых составляла 4.88 млн нт. Относительная до-
ля этого генотипа в микробном сообществе,
определяемая по доле генома Bin19 во всем мета-
геноме, составляла 21%. Оценка качества сборки
этого генома по наличию набора консервативных
однокопийных маркерных генов с помощью про-
граммы CheckM (Parks et al., 2015) показала, что
полнота генома составляет 98%. Филогенетиче-
ский анализ с использованием полноразмерных
последовательностей генов 16S рРНК показал,
что бактерия Bin19 относится к роду “Candidatus
Accumulibacter” семейства Rhodocyclaceae класса
Betaproteobacteria. Ближайшим родственным Bin19
микроорганизмом является некультивируемая
бактерия LV1_A12 (99.5% идентичности последова-
тельностей генов 16S рРНК, GenBank EF565160),
ранее найденная в активном иле биореактора по
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удалению фосфатов (He et al., 2007), однако до
настоящего момента ее геном не секвенирован
(рис. 1).

Поиск родственных Bin19 микроорганизмов
на основе сходства геномов показал, что ближай-
шими к нему являются геномы “Ca. Accumuli-
bacter” sp. SK-02 и “Ca. Accumulibacter” isolate
HKU-2 (Mao et al., 2015), значения ДНК–ДНК
гибридизации in silico с которыми оцениваются,
соответственно, в 92.9 и 94.3% (табл. 1). Эти гено-
мы были получены в результате метагеномного
анализа образцов активного ила биореакторов по
очистке сточных вод в Австралии и Гонконге. От-
сутствие в этих двух драфт геномах контигов с ге-
нами 16S рРНК не позволяет оценить их филоге-
нетическую близость к Bin19 по этому маркеру.
Уровни ДНК–ДНК гибридизации с другими до-
ступными в GenBank геномами представителей
рода “Ca. Accumulibacter” не превышают 60%.

Поскольку считается, что штаммы с уровнем
ДНК–ДНК гибридизации выше 70% относятся к
одному виду (Auch et al., 2010; Tindall et al., 2010),
можно сделать вывод о том, что Bin19, SK-02 и
HKU-2 представляют новый вид рода “Ca. Accu-
mulibacter”, отличный от ранее описанного кан-

дидатного вида “Ca. Accumulibacter phosphatis”
(Oyserman et al., 2016). Исследуемое микробное
сообщество является перспективным объектом
как для дальнейших фундаментальных исследо-
ваний метаболизма ФАО, так и для совершен-
ствования биотехнологий очистки сточных вод от
фосфора.

Нуклеотидные последовательности гена 16S
рРНК бактерии “Ca. Accumulibacter” Bin19 и по-
следовательность ее генома депонированы в
NCBI GenBank под номерами MK803089 и
SWAD00000000.
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Рис. 1. Положение “Ca. Accumulibacter” Bin19 на филогенетическом дереве, построенном методом Maximum-Likeli-
hood по последовательностям генов 16S рРНК.
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Abstract—Biotechnologies involving phosphate-accumulating microorganisms, which collect inorganic
phosphates from the medium as polyphosphates during cyclic growth under aerobic and anaerobic condi-
tions, are presently applied for phosphorus removal from wastewater. Betaproteobacteria of the candidate ge-
nus ‘Candidatus Accumulibacter’ carry out phosphate accumulation in most systems for wastewater treat-
ment. However, no member of ‘Candidatus Accumulibacter’ has been isolated in pure culture. Metagenomic
analysis of the microbial consortium formed in a laboratory setup for phosphate removal from wastewater and
removing up to 80% phosphorus from the medium was carried out. Members of the phyla Proteobacteria
(82.5%), Bacteroidetes (10.5%), and Chloroflexi (1.6%) predominated in the community. Among the proteo-
bacteria, Betaproteobacteria were revealed, among which ‘Candidatus Accumulibacter’ predominated, as well
as Gammaproteobacteria (26.8%), which mainly belonged to the family ‘Candidatus Competibacteraceae’.
Medtagenomic data were used to obtain the genome of the dominant phosphate-accumulating bacterium,
which belonged to a new ‘Candidatus Accumulibacter’ species. The studied community was promising both
for further basic research on metabolism of phosphate-accumulating microorganisms and for improvement
of existing biotechnologies for phosphorus removal from wastewater.

Keywords: phosphate-accumulating organisms, bioreactor, phosphorus removal, microbial community
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