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С помощью световой, эпифлуоресцентной и электронной микроскопии исследованы этапы фор-
мирования и развития биопленок активного ила, осуществляющего процесс анаммокс, в лабора-
торном реакторе последовательно-периодического действия (sequencing batch reactor, SBR) с пол-
ным удержанием биомассы на загрузке. С помощью световой микроскопии показано, что биоплен-
ка формируется на носителе в течение недели. При этом важную роль в колонизации носителя
играют палочковидные и нитчатые формы микроорганизмов, которые первыми закрепляются на
носителе и служат каркасом для формирования биопленки. С помощью эпифлуоресцентной мик-
роскопии в биопленках выявлены физиологически активные анаммокс-бактерии родов Candidatus
“Brocadia” и Ca. “Jettenia”. Обнаружена избирательная автофлуоресценция колоний анаммокс-бакте-
рий рода Ca. “Jettenia”. Возможно, что автофлуоресценцию вызывают специфические белки в составе
экзополимерных соединений (ЭПС), и их синтез и/или количество зависят от возраста колонии и фи-
зиологического статуса клеток. С помощью электронной микроскопии исследована структурная
организация колоний анаммокс-бактерий. С помощью метода высокопроизводительного секвени-
рования фрагментов гена 16S рРНК установлено присутствие в биопленках последовательностей,
относящихся к представителям филумов Chloroflexi, Bacteroidetes, Planctomycetes и Proteobacteria. По-
мимо анаммокс-бактерий, выявлены анаэробные и факультативно анаэробные органотрофы, нит-
рификаторы I стадии, денитрификаторы и сульфатредукторы. Среди анаммокс-бактерий
доминировали представители рода Ca. “Brocadia”, что может быть связано с лучшей адгезией их
клеток на носителе, а также с их конкурентным преимуществом по сравнению с представителями
рода Ca. “Jettenia” при добавлении в среду органических кислот (ацетата и формиата).
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Анаммокс-бактерии, планктомицеты порядка
Ca. “Brocadiales”, играют важную роль в глобаль-
ном круговороте азота в природе и используются
в биотехнологии для очистки сточных вод от ам-
мония. Эти бактерии осуществляют анаэробное
окисление аммония нитритом до газообразного
азота, сопряженное с образованием небольших
количеств нитрата (Strous et al., 1998). Анаммокс-
бактерии также способны анаэробно окислять та-
кие летучие жирные кислоты (ЛЖК), как форми-
ат, ацетат и пропионат, в процессе диссимиляци-
онной нитратредукции. При этом анаммокс-бак-
терии образуют нитрит и аммоний из нитрата и
далее используют их в качестве источника энер-
гии в классическом хемолитоавтотрофном анам-

мокс-процессе. Было предположено, что ацетат
напрямую в биомассу не включается, а сначала
окисляется до CO2, затем СО2 ассимилируется по
ацетил-СоА пути (Kartal et al., 2007, 2008; Kuenen,
2020). Недавно с помощью метагеномного и ме-
татранскриптомного анализов выявлены различ-
ные пути ассимиляции ацетата анаммокс-бакте-
риями. При добавлении ацетата в среду в клетках
анаммокс-бактерий резко возрастало количество
экспрессированных генов, связанных с ацетат-
ным метаболизмом. Анаммокс-бактерии вида
Ca. “Brocadia sinica” были в большей степени
способны к метаболизму ацетата и ацетил-СоА,
чем анаммокс-бактерии вида Ca. “Jettenia caeni”.
У представителей вида Ca. “Brocadia sinica” выяв-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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лены более универсальные пути трансформации
ацетата, что может обеспечивать им конкурентное
преимущество над другими анаммокс-бактериями
в миксотрофных условиях (Feng et al., 2019а). Ор-
ганотрофные свойства анаммокс-бактерий могут
быть выгодны для биотехнологии, поскольку до-
бавление ЛЖК способствует более глубокому
удалению азота и стабилизации процесса (Yin et al.,
2019; Li et al., 2020).

Еще одна важная для биотехнологии особен-
ность анаммокс-бактерий состоит в их склонности
к агрегации и прикрепленному росту в виде биоп-
ленок, что способствует удержанию биомассы
этих медленно растущих микроорганизмов в био-
реакторах. Агрегация анаммокс-бактерий проис-
ходит за счет обильного образования ими ЭПС –
полисахаридов, глико(протеинов), нуклеиновых
кислот и жиров. В составе ЭПС анаммокс-бактерий
преобладают белки (Hou et al., 2015; Chen et al., 2019;
Peeters, van Niftrik 2019). ЭПС содержит довольно
много гидрофобных групп, что способствует фло-
кообразованию и более высокой агрегации анам-
мокс-бактерий по сравнению с другими микро-
организмами. Зрелые биопленки неоднородны
по составу, стратифицированы и содержат газо-
вые карманы (Hou et al., 2015; Chen et al., 2019;
Feng et al., 2019b; Peeters, van Niftrik, 2019; Wang et al.,
2020а). ЭПС служат субстратом для многочислен-
ных органотрофных микроорганизмов, поэтому
анаммокс-биопленка представляет основу для раз-
вития комплексных микробных сообществ, обяза-
тельными компонентами которых являются сами
анаммокс-бактерии, нитрификаторы обеих стадий,
денитрификаторы и разнообразные органотрофы
(Katal et al., 2010; Gonzalez-Martinez et al., 2014; Law-
son et al., 2017). Между всеми микроорганизмами,
тесно сосуществующими в анаммокс-биоплен-
ках, устанавливаются межвидовые отношения,
основанные на пространственном и субстратном
синергизме и конкуренции (Ding et al., 2013; Law-
son et al., 2017; Zhao et al., 2018; Kuenen, 2020).

Медленный рост, склонность к формирова-
нию биопленок, а также отсутствие стандартного
способа культивирования препятствуют выделе-
нию анаммокс-бактерий в чистые культуры, что,
в свою очередь, значительно осложняет изучение
их физиологии и биохимии (Peeters, van Niftrik,
2019). К настоящему времени не выделено ни одной
чистой культуры анаммокс-бактерий. Метагеном-
ный анализ, однако, позволяет заключить, что для
поддержания жизнедеятельности анаммокс-бакте-
рий не требуются особые микроорганизмы, а требу-
ется лишь надлежащая минеральная среда. Вопрос
о том, почему анаммокс-бактерии удается куль-
тивировать только в проточной системе, из кото-
рой удаляется часть отработанной среды, все еще
остается открытым (Kuenen, 2020). Высокообога-
щенные накопительные культуры анаммокс-бак-
терий удается получить в двух типах проточных

биореакторов: ~75% обогащения достигается в
реакторах SBR-типа и ~95% – в мембранных ре-
акторах (Peeters, van Niftrik, 2019 и ссылки там же). В
современных рециркулирующих реакторах с мем-
бранными модулями, где анаммокс-бактерии рас-
тут как отдельные суспендированные клетки, удает-
ся получить культуры с содержанием одного вида
анаммокс-бактерий до 98% (Kuenen, 2020).

Для исследования клеточной биологии, фи-
зиологии, биохимии и филогении анаммокс-бак-
терий применяют разнообразные методические
подходы. Широко используются молекулярные
методы (высокопроизводительное секвенирова-
ние, метагеномный, метатранскриптомный ана-
лизы), которые позволяют получить наиболее пол-
ную информацию не только о составе микробного
сообщества анаммокс-биопленок, но и построить
схемы метаболических взаимоотношений между
разными группами микроорганизмов в сообще-
стве (Gonzalez-Gil et al., 2015; Марданов и соавт.,
2016; Mardanov et al., 2017; Lawson et al., 2017; Zhao
et al., 2018; Feng et al., 2019а и др.). Несмотря на не-
оспоримое лидерство молекулярных методов в со-
временной микробиологии, такой классический
микробиологический подход, как микроскопия, не
утратил своей важной роли в исследовании анам-
мокс-бактерий. Фазово-контрастная световая мик-
роскопия используется для изучения последова-
тельных стадий формирования анаммокс-биопле-
нок (Botchkova et al., 2015). Эпифлуоресцентная
микроскопия используется для визуализации и
определения доли различных групп микроорганиз-
мов в анаммокс-биопленках, оценки их морфоло-
гических характеристик, изучения особенностей
пространственной локализации, а также для выяв-
ления различных компонентов в составе ЭПС
анаммокс-бактерий (Schmid et al., 2005; Kindaichi
et al., 2007; Kartal et al., 2008; Ni et al., 2010; Vlae-
minck et al., 2010; Almstrand et al., 2014; Lin, Wang,
2017; Böllmann et al., 2019; Boleij et al., 2020 и др.).
Фундаментальные открытия в области структур-
ной организации клеток анаммокс-бактерий сде-
ланы с помощью электронной микроскопии (van
Niftrik et al., 2008, van Niftrik, Jetten, 2012; van Tee-
seling et al., 2015; Peeters, van Niftrik, 2019).

Целью работы являлось исследование форми-
рования и развития анаммокс-биопленок в лабо-
раторном реакторе SBR-типа с использованием
методов световой, эпифлуоресцентной и элек-
тронной микроскопии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Объект исследования. Объектом исследования

служили микробные биопленки, иммобилизо-
ванные на твердом носителе (загрузке) лабора-
торного SBR-реактора последовательно-перио-
дического действия с полным удержанием био-
массы (рис. 1). Реактор объемом 4.5 л состоял из
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двух цилиндров, изготовленных из полиметилме-
такрилата. Пространство между внешним и внут-
ренним цилиндром было герметично и использо-
валось для термостатирования реактора. Для этого
во внешние стенки были врезаны штуцеры, поз-
воляющие прогонять в непрерывном режиме во-
ду с заданной температурой. В боковых стенках
внутреннего цилиндра было врезано еще четыре
штуцера – у дна и у поверхности, для подачи и
слива воды и взятия образцов. Реактор оснащен
цилиндрической загрузкой из волокнистых поли-
этилена и полипропилена (материал типа Поливом,
ООО НПФ “ЭТЕК ЛТД”, Россия) с внутренним
диаметром 85 мм, высотой 200 мм, массой 82 г и об-
щей площадью поверхности 11.6 дм2. Подачу воз-
духа в реактор осуществляли снизу с помощью
компрессора SCHEGO SW2 (Германия); ско-
рость подачи регулировали по ротаметру. В пери-
од без аэрации перемешивание осуществляли при
помощи магнитной мешалки IKA C-MAG MS7
(Германия) в режиме 120–150 об. мин–1. Среду
подавали в нижнюю часть реактора с помощью
перистальтических насосов Masterflex L/S econo-
my drive (США), вытесняя при этом очищенную
воду через верхний штуцер. Температурный ре-
жим задавали при помощи термостата-бани
ELMI TV 2.03 (Латвия), который снабжен цирку-
ляционным насосом для внешнего контура. Авто-
матизацию осуществляли с помощью программи-
руемого таймера Siemens LOGO 6ED1 (Германия).
Режим эксплуатации реактора включал стадию
отстаивания, стадию подачи питательной среды с
одновременным сливом очищенной воды и стадию
аэрации. Время полного цикла составляло 6 ч, сред-
нее время пребывания среды в реакторе – 27 ч. Ре-
актор работал при температуре 30°С, концентра-
ции кислорода 0.4–0.8 мг л–1, чередовании фаз
аэрации и ее отсутствия 20 мин и расходе воздуха
20 л ч–1.

В реактор подавали среду следующего состава
(г л–1): (NH4)2SO4 – 0.942; NaCH3COO · 3H2O –
0.04; KH2PO4 – 0.044; NaHCO3 – 2.1; рН 8.3 (Boe-
ije et al., 1999). Готовили концентрированный
раствор среды на дистиллированной воде. Кон-
центрат разбавляли водопроводной водой в мо-
мент подачи в реактор; NaHCO3 добавляли непо-
средственно в водопроводную воду перед разбав-
лением концентрата; нитрит и микроэлементы не
вносили. Отношение Cорг/N в среде составляло
0.04. После достижения эффективности удаления
азота более 80% нагрузку по азоту увеличили с 200
до 400 мг N−NH4 л–1 и добавили формиат (в виде
натриевой соли) в концентрации 75.5 мг л–1 (рис.
2а). Ацетат и формиат вносили с целью стимуля-
ции органотрофного роста анаммокс-бактерий и
осуществления ими процесса диссимиляционной
нитрат редукции (Kartal et al., 2007; Feng et al.,
2019а). Кроме того, формиат оказывает ингиби-

рующее действие на нитрит-окисляющие бакте-
рии (Wang et al., 2020b), что в совокупности долж-
но способствовать стабилизации анаммокс-про-
цесса при повышенной нагрузке по аммонию
(Yin et al., 2019; Li et al., 2020; Wang et al., 2020b).
Отношение Cорг/N после добавления формиата и
увеличения нагрузки по аммонию составляло
0.05. Инокулятом служил содержащий анаммокс-
бактерии активный ил (Mardanov et al., 2019). Для
запуска реактора добавляли на 3.5 л среды 1 л
инокулята с содержанием взвешенных веществ
3.8 г л–1. В очищенной воде еженедельно опреде-
ляли концентрацию ионов аммония, нитрита и
нитрата стандартными методами (Standard Meth-
ods for the Examination of Water and Wastewater,
2012). Суточное количество удаленного азота
(dN, мг л–1) рассчитывали как разность между
концентрацией аммонийного азота (N–NH4) в по-
ступающей среде и суммарной концентрацией ми-
неральных форм азота в очищенной воде (N–NH4,
N–NO2, N–NO3). Эффективность удаления азота
(%) рассчитывали как долю удаленного азота от
концентрации его в поступающей воде.

Рис. 1. Внешний вид реактора через 2 нед. после ино-
куляции.
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Световая микроскопия. Световую фазово-кон-
трастную микроскопию использовали для изуче-
ния последовательных стадий формирования и
развития биопленок на стеклах обрастания. Пред-
метные стекла помещали в рабочую зону реактора
через 24 сут с момента его запуска (рис. 2а).
Последовательно (через 1, 3, 5 и 7 сут инкубации)
из реактора извлекали по одному стеклу и
микроскопировали. Морфологию клеток изучали
с использованием светового микроскопа Olympus
CX41 (Япония) с фазово-контрастным устрой-
ством.

Эпифлуоресцентная микроскопия. Биопленки
анаммокс-бактерий, иммобилизованные на загруз-
ке, исследовали методом флуоресцентной in situ ги-
бридизации (FISH). Образец был взят на 107 сут с
момента запуска реактора (рис. 2а). Использова-
ли меченые цианином 3 (Cy3) 16S рРНК олиго-
нуклеотидные зонды: Amx368, специфичный к

представителям анаммокс-бактерий родов Ca.
“Brocadia”, Ca. “Kuenenia”, Ca. “Scalindua” (Schmid
et al., 2003); Broc1, специфичный к представителям
анаммокс-бактерий рода Ca. “Brocadia” (Nikolaev
et al., 2018); Jett1, специфичный к представителям
анаммокс-бактерий рода Ca “Jettenia” (Nikolaev
et al., 2018). Процедуру гибридизации проводили
по методике, описанной ранее (Каллистова и со-
авт., 2014; Nikolaev et al., 2018). Клетки, гибридизо-
вавшиеся с зондами, визуализировали с помощью
эпифлуоресцентного микроскопа Axio Imager.M2
(“Carl Zeiss Microscopy GmbH”, Германия), осна-
щенного цифровой камерой 503 mono и светофиль-
тром Zeiss 43 (возбуждение 545/25 нм, эмиссия
605/70 нм). Неспецифическую автофлуоресцен-
цию клеток в зеленом свете выявляли с помощью
светофильтра Zeiss 38 (возбуждение 470/40 нм,
эмиссия 525/50 нм). Фотографии обрабатывали с
использованием программного обеспечения ZEN 2
(“Carl Zeiss Microscopy GmbH”, Германия). На-

Рис. 2. Динамика изменения концентрации азотных соединений на выходе из реактора (мг л–1): а – суточное количе-
ство удаленного азота (dN) (1); N–NH4 (2); б – N–NO3 (3); N–NO2 (4). Маркеры на кривых 2–4 соответствуют сред-
ним значениям выборки с n = 3; планки погрешностей отображают стандартные отклонения по выборке. Для
кривой 1 стандартные отклонения не представлены, т.к. значения dN получены не из выборки, а вычислены из сред-
них значений концентраций азотных соединений. Римскими цифрами обозначены основные этапы эксперимента:
I –  помещение в рабочую зону реактора стекол обрастания (24 сут с момента запуска реактора); II – увеличение на-
грузки по аммонию и добавление формиата (65 сут); III – отбор образцов ила обрастания для проведения электронной
микроскопии, FISH и молекулярного анализа (107 сут).
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ложение фотографий проводили с помощью про-

граммы Photoshop CS6 (“Adobe Inc.”, США).

Электронная микроскопия. Исследовали уль-

тратонкие срезы иммобилизованных на загрузке

биопленок, отобранных через 107 сут с момента

запуска реактора (рис. 2а). Образцы фиксировали

2.5% глутаральдегидом в 0.1 М какодилатном бу-

фере, промывали этим же буфером, до-фиксиро-

вали 1% ОsO4 в 0.1 М какодилатном буфере в тече-

ние 16 ч при 4°С, последовательно обезвоживали в

серии растворов этанола и в ацетоне. Обезвожен-

ные образцы заливали в эпоксидные смолы (“Sig-

ma”, США). На микротоме LKB 8810A (Швеция)

изготавливали ультратонкие срезы, контрастирова-

ли их последовательно в растворах уранилацетата и

цитрата свинца и просматривали в электронном

микроскопе JEM 100C (“JEOL”, Япония).

Молекулярный анализ. Метагеномную ДНК из

образцов биопленки выделяли с помощью набора

DNeasy PowerSoil Kit (“Qiagen”, Германия) по

протоколам производителя. Для амплификации

вариабельного участка V3–V4 гена 16S рРНК ис-

пользовали два набора праймеров: универсаль-

ные праймеры, 341F CCTAYGGGDBGCWSCAG

и 806R GGACTACNVGGGTHTCTAAT (Frey et al.,

2016), и праймеры, специфичные для анаммокс-

бактерий филума Planctomycetes, Amx368f TTCG-

CAATGCCCGAAAGG и Amx820r GGGCACTA-

AGTAGAGGGGTTTT (Sonthiphand, Neufeld, 2013).

Полученные ПЦР фрагменты использовали для

приготовления библиотек секвенирования с по-

мощью наборов Nextera XT DNA Library Prep Kit

(“Illumina”, США) по протоколам производителя.

Мультиплексирование осуществляли с помощью

наборов Nextera XT Index Kit v2 (“Illumina”,

США). ПЦР фрагменты секвенировали с исполь-

зованием Illumina MiSeq. Для каждого образца

получали не менее 25 тыс. последовательностей

фрагментов генов 16S рРНК.

Чтения из всех образцов были объединены вме-

сте, были исключены низкокачественные чтения,

синглетоны и химеры. Оставшиеся чтения были

кластеризованы в операционные таксономиче-

ские единицы (ОТЕ) с минимальной идентично-

стью 97%. Для определения доли ОТЕ в каждом

из образцов, на репрезентативные последова-

тельности ОТЕ были наложены исходные чтения

(включая низкокачественные и синглетоны) с

минимальной идентичностью 97% на всей длине

чтения. Для выполнения всех этих процедур ис-

пользовали пакет программ usearch (Edgar, 2010).

Таксономическую идентификацию микроорга-

низмов по последовательностям генов 16S рРНК

проводили с использованием usearch и базы дан-

ных Silva. Полученные последовательности депо-

нированы в NCBI под номером SRR12031432.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Изменение концентрации минеральных форм
азота в процессе работы реактора. Весь активный
ил, добавленный в реактор в качестве инокулята,
закрепился на загрузке в течение первых 3 нед. с
момента запуска реактора (рис. 1). В течение все-
го последующего периода работы реактора коли-
чество взвешенных частиц в среде не превышало

0.2 г л–1. Динамика изменения концентрации
азотных соединений в реакторе представлена на
рис. 2. Суточное количество удаленного азота в
первые 2 мес. работы реактора колебалось в диа-

пазоне 139–179 мг N л–1 (среднее значение 158.4 ±

± 20.9 мг N л–1) (рис. 2а). К 65 сут реактор удалял

170 мг N л–1, что соответствовало эффективности
удаления аммония 84%. Нитрит в среду не вноси-
ли, однако он присутствовал в очищенной воде,
что свидетельствовало о протекании I стадии нит-
рификации в реакторе. Концентрация нитрита в
очищенной воде на протяжении первых 2-х мес.
работы реактора стабильно поддерживалась на низ-

ком уровне (среднее значение 5 ± 2 мг N–NO2 л
–1),

что указывало на протекание процесса анаммокс
и/или нитрификации II стадии (рис. 2б). При
этом концентрация нитрата в очищенной воде
также поддерживалась на низком уровне, состав-

ляя в среднем 11 ± 3.5 мг N–NO3 л
–1, что в сово-

купности с низким содержанием органического
вещества (ацетата) в среде (Cорг/N = 0.04) указы-

вало на удаление азота, в основном, за счет про-
цесса частичной нитрификации-анаммокс, а не
нитрификации-денитрификации.

Нагрузка по азоту была увеличена на 65-е сут
работы реактора путем повышения концентра-

ции аммония с 200 до 400 мг N–NH4 л
–1. Одно-

временно с этим в среду был добавлен формиат
(Cорг/N = 0.05). Суточное количество удаленного

азота понизилось в первые 3 нед. после увеличе-
ния нагрузки, однако затем работа реактора вос-
становилась до прежнего уровня. Начиная с 65 сут,
среднее суточное количество удаленного азота

составляло 185 ± 34.5 мг N л–1, что, однако, соот-
ветствовало более низкой общей эффективности
процесса по сравнению с периодом до повыше-
ния нагрузки (46 vs 80%).

Внесение формиата стимулировало процесс
диссимиляционной нитратредукции. Об этом
свидетельствовало увеличение содержания нит-

рита в очищенной воде с 5 до 7 мг N–NO2 л–1

(средние значения) и снижение содержания нитра-

та с 11 до 3.5 мг N–NO3 л–1. Анаммокс-бактерии,

как и денитрификаторы, способны образовывать
газообразный азот из нитрата, но, в отличие от де-
нитрификаторов, не восстанавливают нитрат че-
рез N2O. Они осуществляют диссимиляционное

восстановление нитрата до аммония через нитрит,
за которым следует анаэробное окисление аммо-
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ния нитритом до N2. Окисление ЛЖК, сопряжен-

ное с восстановлением нитрата, помогает анам-

мокс-бактериям выживать в условиях лимита по

аммонию и нитриту и снижает их зависимость от

микроорганизмов, образующих эти соединения

(Kartal et al., 2007). Предполагается, что при опре-

деленном соотношении Сорг/N происходит обога-

щение сообщества ЛЖК-окисляющими анаммокс-

бактериями (Yin et al., 2019). Однако данные на

этот счет противоречивы. Одни авторы показывают,

что внесение ЛЖК стимулирует рост анаммокс-

бактерий рода Ca. “Jettenia” по сравнению с Ca.
“Kuenenia” и Ca. “Brocadia”, а также, что предста-

вители рода Ca. “Jettenia” предпочитают значения

Сорг/N равные 0.1 (при внесении ацетата) и 0.22

(при внесении пропионата). Однако другие авто-

ры, наоборот, указывают на более высокие спе-

цифические скорости роста представителей рода

Ca. “Brocadia” по сравнению с представителями

родов Ca. “Jettenia” и Ca. “Kuenenia ” в широком

диапазоне значений Сорг/N от 0.05 до 0.8, а также

что значение Сорг/N равное 0.1 приводит к накоп-

лению представителей рода Ca. “Brocadia”

(Huang et al., 2014; Liang et al., 2015; Shu et al., 2016;

Yin et al., 2019). Достаточно быстрая селекция

представителей вида Ca. “Brocadia fulgida” проис-

ходила из исходно разнообразного анаммокс-со-

общества при соотношении Сорг/N ≥ 0.8 (Jenni

et al., 2014). Было показано, что представители

вида Ca. “Brocadia fulgida” способны вытеснять

другие виды анаммокс-бактерий при добавлении

ацетата в среду, т.к. более эффективно используют

ацетат в качестве донора электронов в процессе

диссимиляционной нитратредукции (Kartal et al.,

2008). У анаммокс-бактерий вида Ca. “Brocadia si-

nica” выявлены более универсальные пути мета-
болизма ацетата, чем у анаммокс-бактерий вида
Ca. “Jettenia caeni” (Feng et al., 2019а). Это может
способствовать накоплению анаммокс-бактерий
рода Ca. “Brocadia” при наличии ЛЖК в среде.

Изучение этапов формирования биопленок с по-
мощью световой микроскопии. Исследование при-
крепления и развития микробных биопленок на
стеклах обрастания, помещенных в рабочую зону
реактора через 24 сут с момента запуска, показа-
ло, что отдельные представители палочковидных
и нитчатых форм микроорганизмов появлялись
на стеклах в первые сутки инкубации (рис. 3а).
Типичные для анаммокс-бактерий микроколо-
нии появлялись на 3 сут инкубации после закреп-
ления на носителе других форм микроорганизмов
(рис. 3б). Биопленка начинала формироваться на
5 сут инкубации (рис. 3в) и к 7 сут заполняла
практически всю доступную поверхность стекла
(рис. 3г). Таким образом, микробное сообщество
реактора довольно быстро, в течение недели, за-
креплялось и развивалось на стеклянном носите-
ле. При этом важную роль играли палочковидные
и нитчатые формы микроорганизмов, которые
первыми колонизировали носитель и служили
каркасом для формирования анаммокс-биоплен-
ки. Аналогичные результаты были получены ра-
нее Бочковой и соавт. (Botchkova et al., 2015).

Выявление физиологически активных анаммокс-
бактерий с помощью эпифлуоресцентной микроско-
пии. Положительный сигнал получен при гибри-
дизации образцов ила обрастания со всеми ис-
пользованными зондами: Amx368 (рис. 4а), Broc1
(рис. 4б) и Jett1 (рис. 4в), т.е. методом FISH выявле-
ны физиологически активные анаммокс-бактерии
родов Ca. “Brocadia” и Ca “Jettenia” в иммобилизо-

Рис. 3. Колонизация стекол обрастания, помещенных в рабочую зону реактора: а – 1 сут инкубации стекол в реакторе;
б – 3 сут; в – 5 сут; г – 7 сут. Фазовый контраст; масштабная метка – 10 мкм. Стрелками обозначены микроколонии,
имеющие характерную для анаммокс-бактерий морфологию.

(а) (б) (в) (г)
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ванных биопленках. Интересные результаты по-

лучены при гибридизации образцов с зондом

Jett1, специфичным к анаммокс-бактериям рода

Ca “Jettenia”. Клетки, гибридизовавшиеся с зон-

дом Jett1, образовывали крупные колонии, легко

различимые при просмотре образцов в световой

микроскоп с использованием фазового контраста

(рис. 5, вертикальный ряд 1). Данные колонии в

большом количестве встречались в образце, ино-

гда занимая до 99% от поля зрения микроскопа

(рис. 4с, 5). Однако с зондом Jett1 гибридизова-

лись далеко не все колонии данной морфологии

(рис. 5). Колонии, которые не давали положи-

тельного сигнала с зондом Jett1, имели интенсивную

неспецифическую автофлуоресценцию в зеленом

свете, и, наоборот, колонии, гибридизовавшиеся с

зондом Jett1, собственной автофлуоресценцией не

обладали (рис. 5). Клетки в автофлуоресцирующих

колониях выглядели целыми (неповрежденными),
и автофлуоресценция наблюдалась исключитель-
но по периферии клеток (рис. 6).

Одна из гипотез, объясняющих автофлуоресцен-
цию колоний, состоит в том, что анаммокс-бакте-
рии выделяют в составе ЭПС специфические флуо-
ресцентные белки. Ранее было обнаружено, что аг-
регированные клетки анаммокс-бактерий вида
Ca. “Brocadia fulgida” автофлуоресцировали в зе-
леном (возбуждение/эмиссия 490/520 нм) и крас-
ном (возбуждение/эмиссия 550/570 нм) свете.
При этом автофлуоресценция отсутствовала у
единичных (не агрегированных) клеток. Это поз-
волило предположить, что источником автофлуо-
ресценции является ЭПС-матрикс агрегированных
биопленок. Экстрагированные из биопленок ЭПС
флуоресцировали в диапазоне 390–630 нм с двумя
максимумами возбуждения/эмиссии 352/464 и

Рис. 4. Микрофотографии ила обрастания: слева – визуализация клеток, гибридизовавшихся с зондами Amx368 (а);
Broc1 (б), Jett1(с), с использованием светофильтра Zeiss 43; справа – просмотр тех же полей зрения с использованием
фазового контраста. Масштабная метка – 20 мкм.

(а)

(б)

(в)
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442/521 нм, что указывало на два разных вещества –

источника автофлуоресценции (Kartal et al.,

2008). В ЭПС-матриксе анаммокс-бактерий пре-

обладают ассоциированные с мембраной белки,

причем наибольшее количество белков в составе

ЭПС образуют анаммокс-бактерии рода Ca. “Jet-

tenia”, по сравнению с анаммокс-бактериями родов

Ca. “Brocadia”, Ca. “Kuenenia” и Ca. “Scalindua”

Рис. 5. Микрофотографии ила обрастания: вертикальный ряд 1 – фазовый контраст; вертикальный ряд 2 – гибриди-
зация с зондом Jett1, специфичным к Ca “Jettenia”; вертикальный ряд 3 – автофлуоресценция; вертикальный ряд 4 –
три фотографии, наложенные друг на друга в программе Photoshop CS6. Масштабная метка – 20 мкм.

1 2 3 4
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(Chen et al., 2019). Возможно, что детектирован-
ная нами повышенная агрегация клеток анам-
мокс-бактерий рода Ca. “Jettenia” происходила за
счет избыточного синтеза ЭПС в ответ на небла-
гоприятные условия (наличие органического ве-
щества, повышенная нагрузка по аммонию и/или
кислороду). Именно для представителей вида Ca.
“Jettenia caeni” показано, что усиление агрегации
клеток за счет повышения синтеза ЭПС-матрикса
происходит в ответ на неблагоприятные условия.
Этот процесс регулируется уровнем внутрикле-
точного содержания бис-(3'–5')-циклического
димерного гуанозинмонофосфата (bis-(3'–5')-cy-
clic dimeric guanosine monophosphate, c-di-GMP).
Увеличение уровня c-di-GMP в клетках Ca. “Jet-
tenia caeni” приводило к увеличению образования
предшественников ЭПС-слоя, а также таких из-
вестных ЭПС соединений, как альгинат и поли-
N-ацетилглюкозамин (Guo et al., 2017). Анам-
мокс-бактерии, выделяя ЭПС в избытке и обвола-
кивая ими клетки, могут таким образом защищать
себя от токсичного влияние кислорода или других
веществ. Плотный чехол из ЭПС на поверхности ко-
лоний также может служить физическим барьером,
препятствующим проникновению специфиче-
ского зонда внутрь колонии и гибридизации с це-
левыми клетками, поэтому такие колонии не да-
ют положительного FISH-сигнала. В этом случае,
даже с применением высокоспецифичного зонда,
может происходить недоучет анаммокс-бактерий
рода Ca “Jettenia” методом FISH.

Гипотеза об автофлуоресценции ЭПС, однако,
не объясняет, почему автофлуоресцирующие
ЭПС образуются не всеми, а только частью коло-
ний, т.к. условия в реакторе должны быть одинако-
выми для всех анаммокс-бактерий данного рода.
Еще одна гипотеза, которая может объяснить изби-
рательную автофлуоресценцию колоний предста-
вителей рода Ca “Jettenia”, заключается в том, что
автофлуоресценция появляется у старых, физио-
логически малоактивных клеток, а также у клеток,
находящихся в фазе отмирания или уже мертвых
(пустых) клеток. Такие клетки не будут гибриди-
зоваться с целевым зондом из-за низкого содержа-
ния в них рибосом, а также не будут участвовать в
осуществлении процесса анаммокс в реакторе. В ра-
боте Картала и соавт. отмечено, что автофлуорес-
ценция колоний появлялась постепенно после
4 мес. культивирования; молодые культуры анам-
мокс-бактерий не автофлуоресцировали (Kartal
et al., 2008). Это позволяет предположить, что ав-
тофлуоресценция зависит от возраста культуры.
В нашем случае максимальный возраст биопле-
нок составлял 3.5 мес. Именно эти биопленки
могли давать интенсивную автофлуоресценцию,
аналогично описанной в работе Картала и соавт.
(2008). Колонии, не имевшие автофлуоресценцию,
вероятно являлись более молодыми, сформировав-
шимися в реакторе позднее, и, следовательно, фи-

зиологически активными, о чем свидетельствовал
интенсивный сигнал FISH.

Боллманн и соавт (Böllmann et al., 2019) также
детектировали автофлуоресценцию у клеток
анаммокс-бактерий вида Ca. “Brocadia fulgida”.
Автофлуоресценция была максимальна при дли-
не волны возбуждающего света в диапазоне от
УФ света (330–380 нм) до голубого (450–490 нм)
с максимумом эмиссии между голубым и зеленым
светом. Было отмечено, что автофлуоресценция
клеток исчезала при пересеве накопительной
культуры в свежую среду, что также может свиде-
тельствовать о зависимости автофлуоресценции
от возраста культуры. Наиболее интенсивную ав-
тофлуоресценцию демонстрировали большие аг-
регаты клеток, хотя в отличие от данных Картала
и соавт., маленькие группы и единичные клетки
также автофлуоресцировали. При этом не все ав-
тофлуоресцирующие клетки могли быть окраше-
ны FISH-зондом или DAPI. Это позволило авто-
рам предположить, что неокрашенные клетки бы-
ли пустыми (мертвыми), но с ненарушенной
клеточной стенкой или слоем ЭПС. Авторы не ис-
ключали того, что слой ЭПС мог быть непроницаем
для зонда, но считали это маловероятным, посколь-
ку они не наблюдали различий между окрашенными
и неокрашенными клетками в интенсивности авто-
флуоресценции и морфологии (Böllmann et al.,
2019).

На основании сравнения наших данных с ре-
зультатами предыдущих исследований (Kartal et al.,
2008; Böllmann et al., 2019), можно сделать вывод
о том, что автофлуоресцируют не только клетки
представителей Ca. “Brocadia fulgida”, но, как мини-
мум, еще и Ca “Jettenia”. Вероятно, способность к

Рис. 6. Увеличенное изображение автофлуоресциру-
ющей колонии (светофильтр Zeiss 38). Масштабная
метка – 20 мкм.
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автофлуоресценции более широко распространена

среди анаммокс-бактерий, чем полагалось ранее.

Возможно, что автофлуоресценцию вызывают спе-

цифические белки в составе ЭПС, и их синтез

и/или количество зависят от возраста колонии и
физиологического статуса клетки.

Исследование биопленок активного ила методом
электронной микроскопии. С помощью электрон-
ной микроскопии в биопленках выявлены коло-
нии, клетки в которых были погружены в мощ-
ный слой ЭПС-матрикса (рис. 7а). Клетки в этих
колониях имели неправильную форму с сильным
выпячиванием клеточной стенки. В клетках раз-
личима клеточная стенка, анаммоксосома и гра-
нулы в цитоплазме, предположительно, гликоге-
на (рис. 7б). Подобные гранулы довольно часто
выявляют в клетках анаммокс-бактерий (van Nif-
trik et al., 2008). Гликоген является запасным ве-
ществом и обеспечивает клетку углеродом и энер-
гией при неблагоприятных условиях, в том числе
при голодании. Запасание гликогена может быть
связано с избытком углерода и/или отсутствием
необходимых питательных веществ (особенно
азота) в среде. Гликоген также может использо-
ваться клеткой для образования биопленки (van
Niftrik et al., 2008; van Niftrik, Jetten, 2012). Можно
спекулировать о том, что именно эти колонии,
погруженные в толстый слой ЭПС-матрикса с
клетками, наполненными гликогеном, автофлуо-
ресцировали и не гибридизовались с зондом Jett1.

На рис. 7в представлен второй тип колоний
анаммокс-бактерий. Слой ЭПС, образуемый
клетками в этих колониях, был менее плотный и
более неоднородный, чем в первом случае, по-
скольку в нем видны полости, содержащие клетки
других микроорганизмов. Это может указывать на
более молодой возраст колоний. Морфология кле-
ток в этих колониях была схожа с морфологией
клеток в колониях первого типа, но клетки распо-
лагались в матриксе более компактно, клеточная
стенка имела гораздо меньше выпячиваний и бы-
ла, в целом, более правильной округлой формы.
При этом в колонии присутствовали полуразру-
шенные (мертвые) клетки, характеризовавшиеся
отмеченными ранее выпячиваниями мембраны.

Молекулярный анализ разнообразия микроорга-
низмов в биопленке активного ила. Для подтвер-
ждения того, что ил обрастания действительно со-
держал анаммокс-бактерии, был выполнен анализ
состава микробного сообщества с помощью метода
высокопроизводительного секвенирования фраг-
ментов гена 16S рРНК. Результаты анализа состава
микробного консорциума биопленок представле-
ны на рис. 8. В биопленках доминировали
последовательности, относящиеся к
представителям четырех филумов – Chloroflexi
(41.3% от общего количества последовательно-
стей гена 16S рРНК), Bacteroidetes (24.3%), Plancto-
mycetes (24.2%) и Proteobacteria (9.5%). Представи-
тели филумов BRC1 и Verrucomicrobia (суммарный
вклад 0.8%) составляли минорную часть сообще-
ства (рис. 8а).

Рис. 7. Микрофотографии ультратонких срезов ила
обрастания: а – колонии анаммокс-бактерий первого
морфотипа; б – увеличенное изображение клеток
анаммокс-бактерий первого морфотипа; г – колонии
анаммокс-бактерий второго морфотипа. 1 – ЭПС,
2 – клеточная стенка, 3 – анаммоксосома, 4 – грану-
лы гликогена, 5 – пустые (мертвые) клетки. Мас-
штабная метка – 0.5 мкм.
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Доминирующий филум, Chloroflexi, был пред-
ставлен в основном последовательностями
бактерий класса Anaerolineae (нитчатые анаэроб-
ные органотрофы), которые часто детектируют в
анаммокс-реакторах. Среди представителей филу-
ма Bacteroidetes 22% последовательностей принад-
лежало бактериям класса Ignavibacteria (факульта-
тивно анаэробные органотрофы). Представители
класса Betaproteobacteria относились к трем родам:
Nitrosomonas – 3.9% (нитрификаторы I стадии),
Comamonas – 3.4%, и Thauera – 1.7%. Среди пред-
ставителей двух последних родов встречаются де-
нитрификаторы. Нитрификаторы II стадии в
биопленках не выявлены, что может быть связано
с ингибирующим влиянием на них формиата
(Wang et al., 2020b). Класс Deltaproteobacteria был
представлен сульфат- и тиосульфатредукторами,
относящимися к семейству Desulfarculaceae.
Представители рода Terrimicrobium (анаэробные
бродильщики) идентифицированы в составе
класса Verrucomicrobiae.

На третьем месте по относительной численно-
сти (суммарно 23%) стояли представители филума
Planctomycetes. Из них 13% последовательностей
приходилось на некультивируемых представите-
лей класса Phycisphaerae и около 10% – на анам-

мокс-бактерии Ca. “Brocadiae”. Целевой таксон,
Ca. “Brocadiae”, был представлен последователь-
ностями, имеющими высокое сходство с фраг-
ментами гена 16S рРНК трех анаммокс-бактерий:
Ca. “Brocadia fulgida” (DQ459989), Ca. “Jettenia asiat-
ica” (KJ002641) и Ca. “Brocadia sinica” (KT023580).
На их долю приходилось, соответственно, 79, 20.3
и 0.7% последовательностей, аффилированных с
классом Ca. “Brocadiae” (рис. 8б). Таким образом,
в исследованных биопленках вклад анаммокс-
бактерий рода Ca. “Brocadia” был выше, чем рода
Ca. “Jettenia”. Это может быть связано с лучшей
адгезией клеток представителей рода Ca. “Broca-
dia” на носителе. Выявлено, что представители
вида Ca. “Brocadia sinica” образуют ЭПС с более
гидрофобной поверхностью и менее гидрофиль-
ными функциональными группами, чем другие
анаммокс-бактерии, Ca. “Jettenia caeni” и Ca.
“Brocadia sapporoensis” (Ali et al., 2018). Преобла-
дание анаммокс-бактерий рода Ca. “Brocadia”
также может быть связано с их конкурентным
преимуществом по сравнению с Ca. “Jettenia” при
добавлении в среду ЛЖК (Kartal et al., 2008; Feng
et al., 2019a).

В целом, сочетание методов световой, эпифлу-
оресцентной и электронной микроскопии с мо-

Рис. 8. Разнообразие бактерий в биопленках ила обрастания, выявленное с помощью метода высокопроизводитель-
ного секвенирования фрагментов гена 16S рРНК: а – разнообразие бактерий на уровне филума; б – видовое разнооб-
разие и соотношение различных представителей анаммокс-бактерий.
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лекулярным анализом позволило связать инфор-
мацию о морфологическом и таксономическом
разнообразии микроорганизмов в биопленке с
физиологическим статусом отдельных ее пред-
ставителей.
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The stages of formation and development of activated sludge biofilm carrying out the anammox process in a
laboratory sequencing batch reactor (SRB) with complete biomass retention on the carrier were investigated
using light, epifluorescence, and electron microscopy. Light microscopy revealed biofilm formation on the
carrier to occur within one week. Rod-shaped and filamentous microorganisms were the first to attach on the
carrier and acted as a skeleton for biofilm formation, thus playing an important role in colonization of the
carrier. Epif luorescence microscopy revealed physiologically active anammox bacteria of the genera Candi-
datus “Brocadia” and Ca. “Jettenia” in the biofilms. Selective autofluorescence of the colonies of anammox
bacteria Ca. “Jettenia” was observed. This autofluorescence was probably caused by specific proteins in the
extracellular polymeric substances (EPS), their synthesis and/or amount depending on the colony age and
the physiological state of the cells. Structural organization of the colonies of anammox bacteria was investi-
gated by electron microscopy. High-throughput sequencing of the 16S rRNA gene fragments revealed the
presence of of sequences affilated with members of the phyla Chloroflexi, Bacteroidetes, Planctomycetes, and
Proteobacteria in the biofilms. Apart from anammox bacteria, anaerobic and facultatively anaerobic organo-
trophs, stage I nitrifiers, denitrifiers, and sulfate reducers were detected. Members of the genus Ca. “Broca-
dia” were predominant among the anammox bacteria, probably due to better adhesion of their cells to the
carrier or to their competitive advantage over Ca. “Jettenia” in the presence of organic acids (acetate and for-
mate) in the medium.

Keywords: anammox bacteria, Ca. “Brocadia”, Ca. “Jettenia”, microscopy methods, autofluorescence, ace-
tate, formate
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