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Проведено исследование микробиологических процессов при контролируемом термофильном
компостировании обезвоженных анаэробно обработанных в метантенке осадков сточных вод
(АнОСВ) Люберецких очистных сооружений Москвы. Прослежена динамика изменения химических
форм азота под воздействием микроорганизмов цикла азота (аммонификаторов, нитрификаторов, де-
нитрификаторов, азотфиксаторов) при смене температурных режимов на последовательных стадиях
компостирования, которое длилось 98 сут. В активный период компостирования на 6–10-е сут наблюда-
ли значительную эмиссию аммиака (553–861 мг м–3) и оксида азота (67–86 мг м–3), многократно
превышавшую нормативные показатели для выбросов в атмосферу. Микробиологическими мето-
дами было определено общее микробное число аэробных гетеротрофных микроорганизмов в ком-
постируемой массе, а также количество КОЕ азотфиксаторов, присутствие и активность культиви-
руемых нитрификаторов и денитрификаторов. На основе данных ПЦР в реальном времени и NGS
профилирования по 16S рРНК изучено таксономическое разнообразие микроорганизмов, участву-
ющих в компостировании (бактерий, грибов, архей), и выявлены закономерности сукцессии сооб-
щества микроорганизмов в ходе процесса. Лабораторные эксперименты показали имеющийся по-
тенциал к дальнейшему разложению органических веществ сброженного осадка, возможно, недо-
ступных микроорганизмам в анаэробных условиях, но поддающихся деградации аэробной
микробиотой с получением продукта, стимулирующего рост растений и содержащего азот в формах
общего 2.3%, аммонийного 890 мг кг–1 и нитратного 3750 мг кг–1.
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В настоящее время большое значение имеют
исследования и применение методов биодеградации
твердых органических отходов, включая органиче-
скую фракцию твердых коммунальных отходов
(ТКО), направленные на интенсификацию процес-
са разложения и повышение его безопасности для
окружающей среды, а также на получение удобре-
ний. Захоронение ТКО, включая осадки сточных
вод (ОСВ) экологически небезопасно. На крупных
современных станциях очистки сточных вод
Москвы и некоторых других городов проводится
стабилизация ОСВ путем их анаэробной обработ-
ки в метантенках при температуре 52–53°С. При
этом уничтожаются патогены, и из легко разлага-
емых органических веществ (ОВ) образуется био-
газ, состоящий, в основном, из метана и углекис-
лоты. Сброженная биомасса осадков после обез-

воживания на центрифугах (декантерах) является
анаэробно сброженным ОСВ (АнОСВ), и эти от-
ходы размещаются на полигонах ТКО или исполь-
зуются при рекультивации отработанных карье-
ров, а также, частично, в качестве субстрата для
приготовления биопочв для озеленения городов и
в лесопосадках. Ежегодно в Москве на очистных
сооружениях образуются миллионы тонн осадков
(Пахненко, 2015). Следует отметить, что в России
только в нескольких городах на станциях очистки
сточных вод имеются метантенки. В основном
сырые осадки сточных вод вывозятся на полигоны
ТКО. Из-за неполноты биоразложения органиче-
ских веществ в анаэробных условиях АнОСВ, даже
сброженные в метантенках, характеризуются вы-
соким остаточным содержанием вредных и дурно
пахнущих органических веществ, что требует даль-
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нейшей обработки АнОСВ (Meissl, Smidt, 2007).
Наиболее эффективным методом получения био-
почвы из АнОСВ является промышленное компо-
стирование в камерных установках в смеси с угле-
родосодержащими отходами, такими как древес-
ная щепа после санитарной обрезки деревьев и
кустарников, а также листовой опад, отходы про-
изводства бумаги и картона. Компостирование
является экзотермическим процессом микробно-
го окисления, в котором органический субстрат
подвергается биодеградации сложной популя-
цией микроорганизмов в условиях оптимальной
влажности и наличия кислорода. В компостиро-
вании участвует множество микроорганизмов:
идентифицировано более 2000 известных видов
бактерий, не менее 100 видов грибов, а также ар-
хеи, при этом большинство микроорганизмов в
микробном сообществе компоста представлено
некультивируемыми видами (De Gannes et al.,
2013; Sánchez et al., 2017; Ножевникова и соавт.,
2019). На разных температурных стадиях процес-
са компостирования (мезофильная, термофиль-
ная, остывание и созревание) активны предста-
вители различных микробных групп (Pepe et al.,
2013). Большинство исследований направлено на
выявление активных аэробных микроорганизмов
при компостировании в целях оптимизации и
управления процессом биодеградации органиче-
ских веществ.

При компостировании происходит трансфор-
мация азота посредством следующих микробных
процессов цикла азота, а именно: аммонифика-
ции, ассимиляции (или иммобилизации), нитри-
фикации и денитрификации (Meng et al., 2016).
Потери азота при компостировании происходят
при образовании летучего аммиака и оксидов
азота (Caceres et al., 2018). В то же время, аммиак
может быть преобразован в азотсодержащие им-
мобилизованные в компосте соединения (Sasaki
et al., 2004; Vazquez et al., 2018). Ассимиляция ам-
миака бактериями является одним из ключевых
процессов трансформации азота. Однако этот
процесс применительно к компостированию
АнОСВ недостаточно исследован.

Снижение содержания NH3 в атмосфере компо-
ста до нетоксичных для микроорганизмов уровней
может способствовать нитрификации (Mena et al.,
2003; Wang et al., 2015). Ключевую роль в ней игра-
ют нитрифицирующие бактерии и археи, актив-
ность которых обнаружена при компостировании в
условиях интенсивной аэрации (Kowalchuk et al.,
1999; Oishi et al., 2012; Zeng et al., 2013). Исследо-
ваниями Banegas и соавт. (2007) показана сравни-
тельная зависимость скорости минерализации
ОВ различных осадков сточных вод от объема в
смеси древесных опилок, но дальнейших микро-
биологических исследований работа не получила.

Таким образом, целью данной работы явилось
комплексное исследование динамики изменения
при термофильном компостировании биологиче-
ских, физико-химических и агрономических
свойств смеси анаэробно обработанного осадка
сточных вод и древесной щепы, а также изучение
активности, состава и изменения во времени
микробного сообщества, участвующего в процес-
се компостирования.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Субстратом для компостирования служили

обезвоженные и предварительно анаэробно обра-
ботанные в термофильном метантенке АнОСВ на
Люберецких очистных сооружениях Москвы. Пе-
ред компостированием АнОСВ смешивали с дре-
весной щепой (5–10 мм) лиственных пород в со-
отношении 2 : 1.35 по массе для достижения опти-
мального для компостирования значения C/N 25
(Castaldi et al., 2009). Влажность поддерживали на
уровне 55–60%.

Процесс компостирования проводили в течение
98 сут, в том числе первые 28 сут активной фазы
процесса (Castaldi et al., 2009), в лабораторных
условиях с использованием двухкамерного био-
реактора аэробной твердофазной биодеградации
органических отходов (рис. 1) рабочим объемом
50 дм3. Компостную смесь аэрировали с интенсив-
ностью 0.04 л воздуха мин–1 кг–1 сухого беззольного
вещества за счет создаваемого компрессором разря-
жения и притока атмосферного воздуха через ограж-
дения внутрь камеры, что моделировало естествен-
ную аэрацию компостных буртов (Ivankin et al.,
2014). Измерение газового состава атмосферы
субстрата производили при помощи газоанализа-
тора ОКА-92МТ (“Информаналитика”, Россия).
Ежесуточно анализировали состав отходящих га-
зов на газовом хроматографе Кристалл 5000.2
(“Хроматэк”, Россия) по показателям содержа-
ния СО2 и О2. Пробы для хроматографии отбира-
ли вручную.

Температура воздуха в камере поддерживалась
автоматически на уровне текущего значения
±0.2°С температуры компостируемого материала
при помощи нагревательного элемента и измери-
теля-регулятора ИВТМ-7/2С (“Эксис”, Россия).

Мониторинг температурного и газового режи-
мов, а также отбор проб для микробиологических
исследований производили каждые 7-е сут в тече-
ние активной фазы процесса (всего 5 проб). Пробы
для исследования физико-химических и агрономи-
ческих свойств отбирали, начиная с первого дня
эксперимента, и далее на 7, 14, 21, 28, 56 и 98 сут.
Для всех образцов проб по общепринятым и мо-
дифицированным методикам были измерены
следующие параметры: pH; влажность термогра-
виметрическим методом на анализаторе влажно-
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сти ЭВЛАС-2М (“Сибагроприбор”, Россия); со-
держание общего органического углерода (С, %)
термогравиметрическим методом с использова-
нием муфельной печи ПМ-16М-1200 (“МТ-Эта-
лон”, Россия) (Navarro et al., 1993); общего азота
(белкового и аммонийного) по Кьельдалю (N, %)
в сухом веществе с использованием автоматиче-
ского титратора Easy Plus (“Mettler Toledo”,
Швейцария); водорастворимых аммонийного
(N-NH4) и нитратного (N-NO3) азота (Banegas
et al., 2007; Castaldi et al., 2009); индекс прораста-
ния (ИП, %) (Cesaro et al., 2015); рассчитано отно-
шение С/N. Для определения водорастворимых
веществ, рН и индекса прорастания использова-
ли 10 г образца, ресуспендированного в 300 мл ди-
стиллированной воды (Zorpas, Loizidou, 2008).
Измерения рН проводили на лабораторном ана-
лизаторе АНИОН 4150 (“Ифраспак-Аналит”,
Россия). Концентрацию N-NH4 и N-NO3 азота
определяли с использованием спектрофотометра
Hach Lange DR 5000 (Германия): аммоний с реак-
тивом Несслера, нитратный азот – методом, ос-
нованном на восстановлении кадмия, согласно
инструкции по работе спектрофотометра Hach
Lange DR 5000. Влияние компоста на рост расте-
ний оценивали по прорастанию семян и длине
корней редьки посевной (Raphanus sativus) на ос-
новании подсчета индекса прорастания (ИП, %)
(Cesaro et al., 2015).

Выявление основных микробных групп, вовле-
ченных в цикл азота и принимающих участие в
процессах компостирования на разных темпера-
турных стадиях, проводили путем посева образца
компостируемой массы на питательные среды.
Образцы биомассы массой 1 г ресуспендировали
в 10 мл стерильной водопроводной воды со стек-
лянными бусинами, встряхивали на Bio Vortex V1
(“Biosan”, Латвия) в течение 30 с, разводили в 10
раз и производили посев на стерильные электив-
ные питательные среды с дальнейшей инкубаци-
ей в течение 5 сут при температурах 30 и 55°С.
Азотфиксаторы выращивали на среде Эшби сле-
дующего состава (г/л дистиллированной воды):
сахароза – 20; К2НРО4 – 0.2; MgSO4 ∙ 7Н2О – 0.2;
NaCl – 0.2; K2SO4 – 0.1; СаСО3 – 5.0. На 1 л среды
дополнительно вносили 1 мл раствора микроэле-
ментов по Фeдорову следующего состава (г/л ди-
стиллированной воды): H3BO3 – 5.0; NH4Cl – 5.0;
Na2MoO4 ∙ 2H2O – 5.0; ZnSO4 ∙ 7H2O – 0.2; KI –
0.5; NaBr – 0.5; Al2(SO4)3 ∙ 18H2O – 0.3. Нитрифи-
каторы выращивали на средах Виноградского для
I и II стадий нитрификации соответственно. Со-
став среды для I стадии (г/л водопроводной воды):
(NH4)2SO4 – 2.0; K2HPO4 – 1.0; MgSO4 ∙ 7H2O – 0.5;
NaCl – 2.0; FeSO4 ∙ 7H2O – 0.05; CaCO3 – 5.0. Со-
став среды для II фазы (г/л водопроводной воды):
NaNO2 – 1.0, K2HPO4 – 0.5; MgSO4 ∙ 7H2O – 0.5;
NaCl – 0.5; FeSO4 ∙ 7H2O – 0.4; Na2CO3 – 1.0. К

обеим средам добавляли в расчете 1 мл на 1 л сре-
ды раствор микроэлементов по Пфеннигу следу-
ющего состава (мг/л дистиллированной воды):
ЭДТА – 500; FeSO4 ∙ 7H2O – 200; ZnSO4 ∙ 7H2O – 10;
MnCl2 ∙ 4H2O – 3; H3BO3 – 30; CoCl2 ∙ 2H2O – 20;
CuCl2 ∙ 2H2O – 1; NiCl2 ∙ 6H2O – 2; Na2MoO4 ∙
∙ 2H2O – 3; pH 6). Денитрификаторы выращивали на
среде Гильтая следующего состава (г/л дистиллиро-
ванной воды): цитрат натрия трехзамещенный – 5.0;
KNO3 – 2.0; аспарагин – 1.0; KH2PO4 – 2.0; MgSO4 ∙
∙ 7H2O – 2.0; CaCl2 ∙ 6H2O – 0.2; FeCl3 ∙ 6H2O – 0.001;
pH 7.0. Рост гетеротрофных микроорганизмов и
азотфиксаторов оценивали путем подсчета коло-
ний на агаризованной среде, описывали морфо-
логическое разнообразие колоний и проводили
микроскопирование при помощи светового мик-
роскопа Zeiss Lab.A1 (“Carl Zeiss”, Германия), с
цифровой камерой AxioCamHR. Для нитрифика-
торов, культивируемых в жидкой среде, оценку
роста и активности проводили спектрофотомет-
рически по изменению концентрации субстратов
и образованию продуктов согласно методикам,
описанным выше. Активность денитрификато-
ров, также культивированных в жидкой среде,
определяли по образованию газообразных про-
дуктов (N2, N2O) на газовом хроматографе Кри-
сталл 5000.2 (“Хроматек”, Россия). В качестве
сорбента для определения N2 использовали цеолит
NaX 60/80 меш, а для определения N2O – Porapak
Q 80/100 меш. Длина стальной колонки составляла
3 м, внутренний диаметр – 2 мм, температура ко-
лонки – 60°С, температура испарителя – 200°С,

Рис. 1. Принципиальная схема лабораторного биоре-
актора аэробной твердофазной биодеградации орга-
нических отходов: 1 – камера компостирования; 2 –
компостная смесь; 3, 4 – сенсоры температуры; 5 –
измеритель-регулятор температуры; 6 – газоанализа-
тор; 7 – компрессор; 8 – сенсоры газов; 9 – нагрева-
тельный элемент.
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ДТП – 200°С, расход газа-носителя (аргона) –
25 мл мин–1.

Подсчет общего микробного числа (ОМЧ) гете-
ротрофных аэробных микроорганизмов (ГАМ)
производили методом высева десятикратных раз-
ведений (до 1012 раз) суспензии компостируемой
массы по 50 мкл каждого разведения в трех по-
вторностях на богатую агаризованную питатель-
ную среду – обогащенную клостридиальную среду
следующего состава (г/л): дрожжевой экстракт – 13;
пептон – 10; NaCl – 5; ацетат натрия – 3; глюкоза –
5; крахмал – 1; гидрохлорид цистеина – 0.5; вода
дистиллированная; pH 7.0. Чашки со средой ин-
кубировали при 30°С (мезофильные условия) или
55°С (термофильные условия) в течение 5 сут, по-
сле чего производили визуальный подсчет коло-
ний на поверхности среды и соответствующий
пересчет на 1 г компостируемой массы.

Флуоресцентная гибридизация in situ. Фикса-
цию и подготовку образцов для флуоресцентной
гибридизации in situ (FISH) проводили согласно
методике, описанной ранее (Ножевникова и со-
авт., 2012). Для гибридизации использовали мече-
ный флуоресцентным красителем Су3 олигонук-
леотидный зонд Nsm156 (5'- TAT TAG CAC ATC
TTT CGA T-3'), специфичный по отношению к
видам рода Nitrosomonas (Mobarry et al., 1996).
Процедура гибридизации проводилась при тем-
пературе 46°С по стандартной схеме (Amann et al.,
1990). Содержание формамида в гибридизацион-
ном буфере составляло 5%. Синтез зонда осу-
ществлялся компанией “Синтол” (Россия). Визу-
ализацию образцов проводили с использованием
микроскопа Zeiss Lab.A1 (“Carl Zeiss”, Германия)
cо светофильтром Zeiss 20 для Cy3-меченых
зондов.

Подсчет микроорганизмов с помощью ПЦР в ре-
альном времени (qPCR). Для выделения ДНК из
компоста использовали набор DNeasy PowerSoil
Kit (“Qiagen”, Германия). ПЦР в режиме реального
времени проводили в ПЦР буфере-Б (“Синтол”,
Россия) в присутствии интеркалирующего краси-
теля SYBR Green I и пассивного референсного
красителя ROX (“Синтол”, Россия) с использова-
нием Системы ПЦР обнаружения реального вре-
мени CFX96 TouchTM (“Bio-Rad”, США). Для
количественного определения содержания архей,
бактерий и грибов в исследуемых образцах ис-
пользовали следующие праймерные системы для
гена 16S рРНК или внутреннего транскрибируе-
мого спейсера (internal transcribed spacer, ITS) в
случае грибов: Arch 967F/Arch-1060R для архей
(Bengtson et al., 2012), Eub338F/Eub518R для бак-
терий (Fierer et al., 2005), FR1/FF390 для грибов
(Prevost-Boure et al., 2011). Детекцию для каждого
образца осуществляли в двукратной повторности.
Для подсчета количества филотипов в анализиру-
емых образцах сравнивали сигнал, полученный в

образце, со стандартной кривой. Для построения
стандартных кривых применяли серию последо-
вательных разведений стандартного образца, в
качестве которого использовали предварительно
очищенный с помощью набора WizardSV Gel and
PCR Clean-Up System (“Promega”, США) и кло-
нированный в pGEM-T вектор (“Promega”,
США) целевой ПЦР-фрагмент. Количество целе-
вых филотипов в анализируемых образцах рас-
считывали на 1 мкг компоста.

Профиль сообщества микроорганизмов компоста
по 16S рРНК. Для выделения тотальной ДНК ис-
пользовали PowerSoil DNA Isolation Kit (“MoBio”,
США). Процедуру проводили по протоколу, ре-
комендованному производителем. ДНК хранили
при –20°С. Очищенный образец ДНК использо-
вали в качестве матрицы для полимеразной цеп-
ной реакции (ПЦР) с парой универсальных прай-
меров для V3–V4 участков гена 16S рРНК: 319F
(5'-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3') и 806R
(5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3'). Прайме-
ры были дополнены идентифицирующими оли-
гонуклеотидными последовательностями для се-
квенирования MiSeq (“Illumina”, США). Подготов-
ка проб и собственно секвенирование производили
согласно рекомендациям производителя. Для кон-
троля качества прочтений использовали UPARSE
(Edgar, 2013). Далее прочтения были сгруппиро-
ваны по операционным таксономическим едини-
цам (OTUs) по уровню сходства 97% с помощью
USEARCH (Edgar, 2010). Таксономическое поло-
жение репрезентативной последовательности для
каждого OTU было определено с использованием
“RDP classifier” (Wang et al., 2007).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Физико-химические параметры
компостируемой массы АнОСВ

Динамика изменения температуры авторазо-
грева в первые 28 сут компостирования (активная
фаза), повторяла классическую зависимость (Но-
жевникова и соавт., 2019), а именно, наблюдали
три стадии процесса – мезофильную, термофиль-
ную и стадию остывания (рис. 2). Далее, в течение
60 сут, субстрат окончательно стабилизировался
без авторазогрева при температуре окружающей
среды (стадия созревания).

В начале первых суток компостирование про-
ходило в мезофильном режиме, за 48 ч компости-
рования температура возрастала с 14.1 до 42.4°С.
В этот период проходил активный гидролиз лег-
коразлагаемых субстратов мезофильными мик-
роорганизмами (в том числе микроорганизмами
из осадков сточных вод), что вызывало значи-
тельное поглощение кислорода в камере компо-
стирования (концентрация снизилась с 21.0 до
11.4 об. % О2, рис. 2) с выделением диоксида угле-
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рода (5.8 об. % СО2, рис. 2) и воды. Активное раз-
ложение органических веществ вызвало повы-
шение температуры компостируемой массы и
создало условия для развития термофильных
микроорганизмов.

Термофильный режим в компостируемом ма-
териале устанавливался на 3-и сут, температура
повышалась до максимальной 60.6°С на 4-е сут
компостирования, содержание О2 снижалось до
10.2 об. %, а СО2 увеличивалось до 6.8 об. % (рис. 2).
Схожий термофильный режим при компостиро-
вании АнОСВ с опилками в открытых буртах
описан в работе Banegas и соавт. (2007). Высокая
температура была обусловлена значительным
снижением (на 2.7%) содержанием углерода в
субстрате в этот период за счет активной аэробной
деградации: с 37.3 до 34.6 ± 0.4% в сухом веществе
(с.в.) (рис. 3). Вследствие процессов самоуплотне-
ния субстрата, пористость его нижних слоев
уменьшалась, что приводило к формированию
анаэробных микрозон и, вероятно, обусловило
прохождение одновременно нитрификации и де-
нитрификации (Chowdhury et al., 2014). Нитраты,
образовавшиеся на поверхности частиц компо-
стируемого субстрата, посредством массоперено-
са перемещались внутрь частиц, где в анаэробных
условиях восстанавливались до оксидов и молеку-
лярного азота. Возможно, по этой причине содержа-
ние нитратного азота к 14-м сут значительно не из-
менилось, а атмосфера компоста содержала до
86.14 мг м–3 оксидов азота (по NO2, рис. 4). Низкие
концентрации нитратного азота на начальной
стадии компостирования были отмечены и дру-
гими авторами (Banegas et al., 2007; Castaldi et al.,
2009).

Мезофильные денитрификаторы, обнаружен-
ные на всех стадиях процесса, в периоды с 7 по
14 сут и с 21 по 28 сут росли наиболее активно, что
обусловило денитрификацию и появление окси-
дов азота в атмосфере компоста на 21–23 сут в ко-
личестве 50–70 мг NO2 м–3 (рис. 4). Наши наблю-
дения согласуются с результатами исследований,
в которых показано, что вследствие сопротивле-
ния массопереноса концентрация растворенного
кислорода начинает уменьшаться на глубине 0.3–
0.4 мм от поверхности частицы субстрата, таким
образом, до 75% объема каждой частицы находит-
ся в анаэробных условиях, что замедляет процес-
сы аэробной биодеградации (Wang et al., 2015).

В то же время, исчерпание доступных субстра-
тов, видимо, начинало лимитировать активность
термофильных микроорганизмов, что вызывало
снижение скорости разложения органических ве-
ществ, о чем свидетельствует повышение концен-
трации О2 до 19.4 об. % и уменьшение концентра-
ции СО2 до 1.9 об. % и, как следствие, охлаждение
субстрата до 44.9°С на 11-е сут.

С 6-х по 11-е сут наблюдали интенсивное обра-
зование аммиака, вызванное, вероятно, активной
аммонификацией белков погибшей биомассы
микроорганизмов сброженного осадка. Интенси-
фицировала выход NH3 также высокая скорость
потребления биологически доступного углерода
и его низкое исходное содержание в древесной
щепе в начальный период компостирования. Это
привело к нехватке углерода в субстрате для асси-
миляции его микробиотой и, как следствие, к мине-
рализации азота в форме NH3 в условиях высокой
температуры авторазогрева (рис. 2 и 4). Аммонифи-
кация, потеря влаги, повышение температуры и рН
являются причинами выбросов NH3 (Rihani et al.,
2010). В то же время, наблюдали увеличение про-
центного содержания общего азота в этот период
с 1.5 ± 0.2% с. в. до 2.3 ± 0.2% с.в. на 7-е сут (рис. 3),

Рис. 2. Температурный и газовый профили при ком-
постировании АнОСВ (активная фаза): 1 – динамика
изменения температуры субстрата; 2 – концентрация
кислорода в атмосфере субстрата; 3 – концентрация
диоксида углерода.
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т.е. на 53%, что было связано с потерей массы орга-
нического вещества в результате деградации. В срав-
нении с азотом, минерализация углерода идет зна-
чительно интенсивней, поэтому концентрация азо-
та в относительных единицах возрастает при
уменьшении его абсолютного значения за счет по-
терь (Banegas et al., 2007; Rihani et al., 2010).

Уровень рН в период с 6-х по 11-е сут увеличи-
вался до 8.54 (рис. 5), вероятно, вследствие увели-
чения содержания аммонийного азота в субстрате
c 910 до 1430 мг N-NH4 кг–1 (рис. 6). Концентра-
ция аммиака в атмосфере субстрата на 7-е сут до-
стигала наибольшего значения 861.9 мг NH3 м–3 и
далее на 10 сут компостирования снизилась до
102.48 мг NH3 м–3 (рис. 4). Значительная эмиссия

аммиака в течение активной фазы компостирова-
ния АнОСВ согласуется с результатами других
исследователей (Rincón et al., 2019). Дальнейшее
его снижение до нетоксичной для микроорганиз-
мов концентрации способствовало началу нитри-
фикации (Mena et al., 2003; Wang et al., 2015). Так,
содержание нитратного азота на 21-е сут увеличи-
лось с первоначальных 730 до 1130 мг N-NO3 кг–1.
В то же время, содержание общего азота осталось
на прежнем уровне N 2.3% с.в., видимо, за счет
приращения белкового азота биомассы термо-
фильных микроорганизмов.

После замедления биодеградации и снижения
температуры до 44.9°С на 11-е сут следовало по-
вторное ускорение реакций разложения ОВ, при-

Рис. 4. Эмиссия аммиака (1) и оксидов азота (2) при компостировании АнОСВ (активная фаза).
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ведшее к снижению уровня О2 до 17.2 об. %, выде-
лению диоксида углерода СО2 (3.5 об. %) и по-
вторному росту температуры до 50.4°С на 13-е сут.
Далее температура плавно снижалась (фаза осты-
вания) до 42.9°С при снижении потребления О2 и
выделения СО2 на 17-е сут (рис. 2), что привело к
началу восстановления популяции мезофильных
микроорганизмов.

В период остывания субстрата концентрация
аммиака сохранялась на уровне 15–25 мг NH3 м–3.
Процессы нитрификации и ассимиляции азота
конкурировали за аммиак, и оба процесса снижа-
ли его эмиссию.

На 28-е сут компостирования температура по-
низилась до 28.4°С при содержании О2 и СО2, со-
ответственно, 19.4 и 1.4 об. %. Снижение темпера-
туры компостируемой массы до разницы +10°С к
температуре окружающей среды свидетельство-
вало о завершении активной фазы компостирова-
ния и начале стадии созревания, которая обычно
длится до 6 месяцев, в зависимости от принятой
технологии, с получением полностью стабильно-
го продукта – компоста (Meissl, Smidt, 2007).

После стадии активного разложения компо-
стирование субстрата продолжалось до наступле-
ния 98 сут с момента начала процесса. Компости-
рование проводили в мезофильных условиях при
температуре, равной температуре окружающей
среды 22–25°С. Изменение концентрации кисло-
рода и эмиссия исследуемых газов в этот период
были видимо ниже уровня детекции приборов.

Содержание общего органического углерода за
98 сут компостирования уменьшалось с 37.25 ± 0.4
до 31.95 ± 0.4% с. в., что согласуется с ранее полу-
ченными данными (Banegas et al., 2007), а соотно-
шение C/N снижалось до 15, что является показа-
телем готовности компоста и соответствует
предыдущим данным (Castaldi et al., 2009).

В результате улетучивания аммиака и его
окисления до нитратов уровень рН снижался до
6–7 на 21–28 сут (рис. 5). Ранее было показано,
что снижение уровня рН способствовало росту
грибов и расщеплению лигнина и целлюлозы
(Hachicha et al., 2009). Содержание аммонийного
азота снизилось до 890 мг кг–1, а нитратного, на-
оборот, возрастало до 3750 мг кг–1 (рис. 6). Ком-
постирование уменьшило количество аммония,
но увеличивало количество нитратов за счет уско-
рения процессов нитрификации. Этот эффект
наблюдали и другие исследователи (Banegas et al.,
2007). Итоговое соотношение N-NH4/N-NO3 в
компосте составляло 0.24, что также являлось по-
казателем его готовности (Castaldi et al., 2009).
Также, на стадии созревания (98 сут) уровень pH
компостной массы составлял около 7, что пред-
полагало образование в компосте гуминовых ве-
ществ, которые действовали как буферы.

В течение срока компостирования действие
субстрата на тестовое растение менялось от инги-
бирующего его рост до стимулирующего (рис. 5),
причем 28 сут компостирования АнОСВ доста-
точно для потери субстратом фитотоксичности.

Микробиологические исследования 
компостируемой массы АнОСВ

Динамика изменения ОМЧ. В нашей работе по-
казано, что динамика изменения ОМЧ гетеро-
трофных аэробных микроорганизмов (ГАМ) за-
висела от изменения температуры в компостиру-
емой массе. В начале процесса компостирования
количество гетеротрофных аэробов было наи-
большим и достигало 9.4 × 109 КОЕ см−3 (lg[ОМЧ] =
= 9.97) (рис. 7). После того как на 4-е сут темпера-
тура превысила 60°С, ОМЧ ГАМ снижалось на
два порядка – до 8.4 × 107 КОЕ см−3 на 7-е сут
(lg[ОМЧ] = 7.92). Высокая температура привела к
инактивации (переходу в покоящиеся формы, ча-
стичной гибели) мезофильной микробиоты. С 7
по 14 сут ОМЧ ГАМ снижалось до 5.2 × 106 КОЕ
см–3 (lg[ОМЧ] = 6.71) на 14-е сут.

Активность нитрификаторов. Активность куль-
тивируемых нитрифицирующих микроорганиз-
мов первой и второй стадий нитрификации была
отмечена лишь на начальной стадии процесса.
При периодическом культивировании на среде
Виноградского в мезофильных условиях стабиль-
ное снижение концентрации аммония в среде бы-
ло отмечено для проб на нулевые и седьмые сутки
(рис. 8). В то же время по данным FISH присут-
ствие активных нитрификаторов первой стадии
отмечалось не только в первые 7 сут компостирова-

Рис. 7. Изменение состава групп микробного сооб-
щества при компостировании АнОСВ (1–3 – по дан-
ным qPCR; 4 – исследования ОМЧ ГАМ методом
культивирования): 1 – бактерии; 2 – грибы; 3 – ар-
хеи; 4 – гетеротрофные копиотрофы.
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ния, но и в последних проанализированных пробах
(28 сут) и составляло от 5.5 × 104 кл. г–1 компостной
массы в начале процесса и до 7.5 × 104 кл. г–1 ком-
постной массы в финальной точке. Полученные
данные коррелируют с ранее опубликованными
сведениями о максимальной активности аэроб-
ных аммоний-окисляющих бактерий на стадии
созревания компоста (Kowalchuk et al., 1999; Oishi
et al., 2012; Zeng et al., 2013). К тому моменту, когда
компостируемый материал достиг температуры
55°С, представители этой группы, по-видимому, пе-
решли в состояние покоя. Период инкубации при
периодическом культивировании, вероятно, был
недостаточно длительным, чтобы способность к
окислению аммония восстановилась на прежнем
уровне.

Активность азотфиксаторов. Мезофильные
азотфиксаторы в сообществе микроорганизмов
компостируемого материала присутствовали в те-
чение всего процесса компостирования, хотя оп-
тимальная температура для их жизнедеятельно-
сти устанавливались в первые 2 сут и после 14 сут
компостирования. Количество КОЕ культивиру-
емых мезофильных азотфиксаторов на всем про-
тяжении компостирования оставалось на уровне
1.0 × 105–1.5 × 105 КОЕ см–3, что говорит о спо-
собности данной группы микроорганизмов пере-
живать неблагоприятные для них условия термо-
фильной стадии компостирования.

Термофильные азотфиксаторы были обнаруже-
ны с начала опыта и по 14-е сут компостирова-
ния, КОЕ культивируемых термофильных азот-
фиксаторов составило 1.0 × 103 КОЕ см–3, что на
два порядка ниже, чем число мезофильных азот-
фиксаторов. В фазе остывания (21 и 28 сут) на-
блюдали некоторое восстановление ОМЧ ГАМ в
близких значениях для этих точек – в среднем до
1.3 × 107 КОЕ см–3 (lg[ОМЧ] = 7.11).

Молекулярно-генетическое исследование 
таксономического разнообразия микробиоты 

компостируемой массы АнОСВ

Общие показатели биоразнообразия. О числе
представителей определенной группы в образце
компостируемого материала можно косвенно су-
дить, основываясь на количества копий гена, об-
разующихся в ходе ПЦР, последовательность ко-
торого соответствует конкретному домену (археи,
бактерии, эукариоты).

В данной работе мы исследовали также разно-
образие грибов как представителей домена эука-
риот. Результаты ПЦР в реальном времени про-
иллюстрированы на рис. 9. Подсчет численности
микробного сообщества компоста методом ПЦР
в реальном времени в этом случае не соответство-
вал результатам подсчета ОМЧ, так как на бога-
той питательной среде образуются колонии толь-
ко культивируемых гетеротрофных копиотрофов,
способных сформировать колонию за 5 сут, в то
время как метод ПЦР в реальном времени выяв-
ляет все группы микроорганизмов, в том числе
некультивируемые. В то же время данным мето-
дом невозможно различать живые и мертвые
клетки, таким образом, в подсчет также частично
попадала биомасса погибших микроорганизмов
метаногенного сообщества АнОСВ, генетиче-
ский материал которой частично сохранился на
момент отбора пробы.

По показателю количества копий гена 16S
рРНК и ITS грибов, максимальную общую чис-
ленность микроорганизмов сообщества компоста
наблюдали на 7-е сут (1.34 × 107 копий гена мкг–1),
что можно связать с наиболее активным
размножением и скоростью метаболизма
аэробных термофильных микроорганизмов. На-
чиная с 21-х сут, численность микроорганизмов,
включая грибы, стабилизировалась и оставалась
примерно на одном уровне до 28-е сут (3.16 × 106 и
2.94 × 106 копий гена мкг–1 соответственно). Это

Рис. 8. Окисление аммония (а) и нитрита (б) нитрифицирующими бактериями при периодическом культивировании
в пробах, отобранных на разных стадиях компостирования: 1 – первые сутки; 2 – 7 сут; 3 – 14 сут; 4 – 21 сут; 5 – 28 сут.
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происходило в связи с расходом легкодоступного
субстрата и переходом к утилизации трудноусва-
иваемых веществ, что привело к инактивации
клеток микроорганизмов.

Разнообразие грибов в компостируемой массе
АнОСВ. Среди грибов сообщества много неопо-
знанных родов из разных таксонов (Sordariomy-
cetes, Microascaceae). В материале со щепой перед
началом компостирования наблюдали большое
разнообразие родов грибов – 13 представителей
из отделов Ascomycota, Zygomycota и Basidiomycota с
долей от 1 до 8%, при этом отсутствовал опреде-
ленный доминирующий род. На 14 и 28 сут в со-
обществе доминировал род Pseudogymnoascus (46 и
30% соответственно). Отдел Ascomycota сильно пре-
валировал над другими отделами, начиная с 7-х сут
компостирования (рис. 9), что также показано в
работах Zhang и соавт. (2016) и Galitskaya и соавт.
(2017). Грибное сообщество анализировали при
помощи подсчета копий ITS. В грибном сообще-
стве первое время наблюдали активный рост и
увеличение числа ITS: за 7 сут число копий ITS
возросло с 4.40 × 103 до 2.70 × 105 копий ITS мкг–1.
Дальнейшие количественные изменения числа
копий ITS имели менее резкий характер. На 14-е
сут наблюдали наибольшее число ITS грибов по
сравнению с другими стадиями процесса (1.07 ×
× 106 копий ITS грибов мкг–1), что составляло
16.4% от общего числа микроорганизмов. На 21-е
сут количество копий ITS грибов уменьшалось на

порядок и составило 3.20 × 105 копий ITS мкг–1. К
28 сут значительных изменений в числе копий
ITS грибов не было обнаружено, порядок значе-
ния оставался неизменным.

Разнообразие архей в компостируемой массе
АнОСВ. Количество копий гена 16S рРНК архей в
ходе компостирования уменьшалось примерно
на порядок, по сравнению с их числом в субстрате
до компостирования; возрастания числа предста-
вителей филума не происходило. Археи, видимо,
не оказывали значительного влияния на процесс
компостирования, и, вероятно, сохранялись за счет
образования покоящихся форм, в которых пережи-
вали неблагоприятные условия. Осадок сточных
вод был предварительно анаэробно сброжен, что
привело к развитию анаэробных архей, однако в
условиях аэробного процесса их жизнедеятель-
ность ингибировалась.

Разнообразие бактерий в компостируемой массе
АнОСВ. В ходе анализа результатов было обнару-
жено, что бактерии преобладали на всех стадиях
компостирования (рис. 10). Доля их последова-
тельностей составляла 82–98% всех последова-
тельностей генов эукариот и прокариот микро-
биоты компостируемого материала. Так как чис-
ло копий генов бактерий преобладает в смеси,
именно бактериальное сообщество определяет
динамику изменения численности сообщества
микроорганизмов в целом.

Рис. 9. Соотношение копий ITS представителей различных таксономических групп грибов при компостировании
АнОСВ в пробах, отобранных в первые сутки (до и после добавления древесной щепы), 7, 14, 21 и 28 сут.
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Результаты NGS профилирования иллюстри-
руют смену бактериальных сообществ при ком-
постировании. Так, число представителей филу-
ма Firmicutes за 21 сут компостирования выросло с
8 до 65% от общего числа бактерий. Данная груп-
па преобладала в бактериальном сообществе ком-
поста на поздних стадиях процесса (14–28 сут).
Максимальное число Bacteroidetes наблюдали
до начала компостирования (47%) и на 14-е сут
компостирования (40%). До начала компостиро-
вания в образце с добавлением щепы к АнОСВ
обнаружилось большое количество бактерий
группы ε-Proteobacteria (42%). При этом данная
группа практически полностью отсутствовала в
АнОСВ до добавления щепы, а также на всех стади-
ях компостирования: их доля составляла менее
0.01%. Это свидетельствует о том, что представите-
ли данной группы были привнесены с древесной
щепой, но погибли после начала компостирования.
Бактерии-представители γ-Proteobacteria присут-
ствовали на всех стадиях процесса, наибольшую
их долю наблюдали на 7-е сут (19%), после чего
следовало уменьшение их количества до 6%. Зна-
чительную долю филума β-Proteobacteria наблю-
дали в начальной точке после добавления щепы,
при этом не обнаружили корреляции между соб-
ственно АнОСВ и смесью АнОСВ и щепы. Пред-
ставители групп Bacteroidetes и Proteobacteria доми-
нировали на ранних стадиях компостирования, а
также в АнОСВ до начала аэробного процесса. Оби-

лие представителей филумов Bacteroidetes, Proteo-
bacteria и Firmicutes в компостируемом субстрате
отмечалось ранее в работе Antunes и соавт. (2016).
Динамика соотношения трех данных филумов
согласуется с результатами работы Zhang и соавт.
(2016): численность Firmicutes за период компо-
стирования (11 дней) увеличилась с 8 до 81%, в то
время как количество Bacteroidetes и Proteobacteria
уменьшилось с 70 до 2 и 17% соответственно. До-
ля бактерий филума Actinobacteria варьировала в
течение всего периода компостирования в преде-
лах 4–6% от общего числа бактерий. Невысокие
показатели численности филума были показаны
в экспериментах Galitskaya и соавт. (2017), где от-
носительное количество актинобактерий состав-
ляло 0.37–5.7%.

Важно отметить, что в сообществе компости-
руемой массы почти отсутствовали представите-
ли рода Bacillus – максимальная доля составила
1.5% на 21-е сут. Исследования микробиоты ком-
поста из осадка сточных вод в работе Galitskaya и
соавт. (2017) показал похожий результат. Однако
в ряде других работ по компостированию отмече-
но доминирование данного рода (Zhang et al.,
2016; Weglarz al., 2018). Кроме того, наблюдали
большее разнообразие таксонов бактерий на каж-
дой стадии и отсутствие значительного преобла-
дания конкретного рода по ходу созревания ком-
поста – доля доминирующих родов на каждой
стадии компостирования варьировала в интерва-

Рис. 10. Соотношение генов 16S рРНК представителей различных таксономических групп бактерий при компостиро-
вании АнОСВ в пробах, отобранных в первые сутки (до и после добавления древесной щепы), 7-е, 14-е, 21-е и 28-е сут.
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ле 10–38%. Интересно, что начальный субстрат
до компостирования без добавления щепы значи-
тельно отличался по микробному составу от того
же субстрата после смешения со щепой. Привне-
сенные со щепой микроорганизмы являются
причиной подобного несоответствия. В обоих ти-
пах субстрата присутствовал только род Coprother-
mobacter, выделенный ранее из компоста с высо-
ким содержанием белков и анаэробно сброжен-
ного осадка сточных вод (Etchebehere et al., 1998).
Coprothermobacter – один из немногих анаэробных
термофильных протеолитических родов бактерий.
Представители рода эффективно расщепляют бел-
ки до водорода и ацетата, проводят аммонифика-
цию на значительном уровне и при лимитировании
субстрата, и при различной концентрации аммо-
ния в среде (0–6 г/л), что указано в работе Gaglia-
no и соавт. (2015). Согласно результатам настоя-
щего исследования, в смеси АнОСВ с древесной
щепой и в АнОСВ без щепы доля гена 16S рРНК
рода Coprothermobacter была равна 6 и 21% соот-
ветственно. Более того, протеолитический род
Coprothermobacter присутствует в значительном
количестве и на остальных стадиях компостиро-
вания (12.0–14.5% от общего числа микроорга-
низмов, рис. 11). Расщепляя белки, Coprothermo-
bacter участвовал в активной эмиссии аммиака на
6–10 сут. Вместе с Coprothermobacter в субстрате
без щепы преобладали роды Arenibacter (23%) и
Fluviicola (7%), но они не обнаруживались в зна-
чимом количестве в субстрате с добавлением ще-
пы. Аналогично, роды Sulfurimonas (38%) и Simpli-
cispira (10%) обнаружены в большом количестве в
АнОСВ со щепой и не являлись доминирующими
в субстрате без щепы. Таким образом, микробио-
та компостной массы слагается в равной степени
из микробиоты исходного субстрата и из микро-
биоты наполнителя, в данном случае – древесной
щепы. При этом, микробиота наполнителя, судя
по всему, может играть важную роль в запуске тех
или иных процессов в компостируемой массе. На
7–21 сут процесса обнаружены микроорганизмы,
способные расщеплять целлюлозу, – Paenibacillus
(максимальное количество на 21 сут, 27% генов
16S рРНК). Представители данного рода облада-
ют способностью утилизировать различные био-
полимеры (Kumar et al., 2012), некоторые члены
способны к азотфиксации (Seldin et al., 1998).
Также небольшую долю от общего количества ге-
нов составили копии гена представителей рода
Thermobispora (2%), который обнаружился в пери-
од с 7 по 21 сут включительно, сохраняя свою пер-
воначальную долю в сообществе. На 21-е сут был
обнаружен род Rhizobium (2%), способный к азот-
фиксации, доля которого возрастала до 20% на
28 сут, что, вероятно может свидетельствовать о
возрастании уровня метаболизма азота при созре-
вании компоста. Роды Fluviicola, Parapedobacter,
Petrimonas, Chryseobacterium, Devosia, Cohnella бы-

ли ранее обнаружены в сточных водах (Kampfer
et al., 2003; Yang et al., 2014) и различных компо-
стирующихся субстратах (Grabowski et al., 2005).
Devosia, согласно ранее проведенным исследова-
ниям, может служить маркером термофильного
компостирования осадка сточных вод (Awasthi
et al., 2017). Были обнаружены бактерии, потен-
циально способные к утилизации ароматических
соединений (Sphingobium, Flavobacterium), однако
их доля невелика: максимальное количество ко-
пий их гена обнаружили на 7-е сут – 5.4 и 6.2% со-
ответственно.

Таким образом, анаэробно обработанный оса-
док сточных вод после частичного обезвоживания
целесообразно компостировать с древесной щепой
для окончательной стабилизации органических ве-
ществ в целях предотвращения негативного влия-
ния на окружающую среду. Исходя из полученных
данных о процессе компостирования АнОСВ и вы-
явлении термофильных и мезофильных микроорга-
низмов на разных стадиях процесса, можно сделать
вывод, что динамика изменения форм азота обу-
словлена функционированием сложных трофиче-
ских связей микробиологического сообщества, при-
водящим к выходу азота из биополимеров. Активная
биодеградация длится до 28 сут с эмиссией азотосо-
держащих веществ – аммиака до 862 мг м–3 и оксида
азота до 86 мг м–3. Самоуплотнение субстрата и
низкая концентрация кислорода в его атмосфере
(до 8.0 об. %), вследствие потребления микроор-
ганизмами, привели к возникновению частично
анаэробных участков и активности обнаружен-
ных мезофильных денитрификаторов с выделе-
нием продуктов денитрификации – оксидов азо-
та. Азотфиксаторы начинают присутствовать в
значимом количестве на стадии остывания ком-
поста.

Причиной эмиссии значительных количеств
аммиака может быть высокая скорость разложе-
ния белков погибшей в аэробных условиях био-
массы микроорганизмов сброженного осадка при
низкой первоначальной биологической доступ-
ности углерода древесной щепы (в основном за
счет разложения гемицеллюлозы), а также высо-
кая (более 60°С) температура авторазогрева. Так,
высокая скорость потребления биологически до-
ступного углерода и его низкое исходное содер-
жание в древесной щепе в начальный период
компостирования привела к нехватке С для асси-
миляции микробиотой и, как следствие, минера-
лизации азота в форме NH3.

Биотехнологической задачей может быть сти-
мулирование процессов нитрификации и асси-
миляции азота, которые, конкурируя за аммиак,
минимизируют его эмиссию. В то же время, отгонка
избытка аммиака при компостировании и последу-
ющее его улавливание на водных скруберах, может,
с одной стороны, снизить его концентрацию в суб-
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страте до нетоксичного для микроорганизмов уров-
ня и стимулировать процессы нитрификации и ас-
симиляции, а с другой – обусловить получение
аммиачной воды (гидрата аммиака), применяе-
мой в качестве сырья при производстве мине-
ральных удобрений.
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Abstract—Microbiological processes occurring in the course of controlled thermophilic composting of dehy-
drated wastewater sludge anaerobically digested in a reactor at the Lyubertsy waste treatment plant (Moscow,
Russia) were studied. Dynamics of the concentrations of nitrogen species in the presence of microorganisms
of the nitrogen cycle (ammonifying, nitrifying, denitrifying, and nitrogen-fixing) was studied at the changed
temperature modes at sequential stages of long-term composting (98 days). During the active stage of com-
posting, considerable emission of ammonia (553–861 mg m–3) and nitrogen oxide (67–86 mg m–3) were ob-
served on days 6–10; these values significantly exceeded the accepted allowances for atmospheric emissions.
Abundance of culturable heterotrophic microorganisms, CFU numbers of nitrogen-fixers, and the presence
and activity of cultured nitrifying and denitrifying microorganisms were determined using microbiological
techniques. The data of real-time PCR and NGS profiling by the 16S rRNA genes were used to analyze the
taxonomic diversity of the microorganisms involved in composting (bacteria, archaea, and fungi); the pat-
terns of succession within the microbial community during this process were established. Laboratory experi-
ments revealed the potential for further decomposition of organic matter of digested sludge, which was prob-
ably unavailable to microorganisms under anoxic conditions, but could be degraded by the aerobic microbi-
ota, resulting in a product stimulating plant growth and containing 2.3% of total nitrogen and containing
ammonium and nitrate nitrogen (890 and 3750 mg kg–1, respectively).

Keywords: composting, dehydrated anaerobically digested wastewater sludge, ammonification, nitrification,
heterotrophic aerobic microorganisms, PCR
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