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Исследованы особенности формирования сообщества фосфат-аккумулирующих микроорганизмов
в лабораторном биореакторе последовательно-периодического действия (sequencing batch reactor,
SBR), обеспечивающим чередование аэробных и анаэробных условий при периодическом сливе и
добавлении среды. Биореактор обеспечивал удаление 50% фосфора из поступающей среды уже че-
рез 22 сут с момента запуска. Методами микроскопии и рентгеновского микроанализа показано на-
личие клеток разной морфологии, которые содержали обогащенные фосфором гранулы. Методом
высокопроизводительного секвенирования фрагментов гена 16S рРНК выявлены изменения в соста-
ве микробного сообщества активного ила в процессе его культивирования в биореакторе. Показана
смена форм бактерий в сообществе, связанная с увеличением относительного вклада представителей
порядка Bacteroidetes (до 43% от всех последовательностей гена 16S рРНК), а также представителей
классов Alpha- и Betaproteobacteria (до 15 и 27% соответственно). В момент запуска биореактора в по-
севном материале (активный ил очистных сооружений) доля типичных представителей активного
ила фосфат-аккумулирующих микроорганизмов – бактерий рода “Candidatus Accumulibacter” клас-
са Betaproteobacteria была низкой – 0.2% от общего количества последовательностей гена 16S рРНК,
и они полностью элиминировались из сообщества в ходе работы биореактора. К моменту макси-
мального удаления фосфора из поступающей среды произошло увеличение доли других представи-
телей этого класса – бактерий родов Dechloromonas и Zoogloea семейства Rhodocyclaceae с (0.7 до
11.1%) и (с 0.09 до 11.5%) соответственно. По-видимому, эффективное удаление фосфатов связано с
развитием бактерий семейства Rhodocyclaceae, которые ранее не относили к типичным представите-
лям ФАО.

Ключевые слова: фосфат-аккумулирующие организмы, активный ил, бактерии с циклическим ти-
пом метаболизма, волютиновые гранулы, семейство Rhodocyclaceae, род Dechloromonas, Zoogloea,
“Candidatus Accumulibacter”
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Микроорганизмы группы фосфат-аккумули-
рующих организмов (ФАО), способные к внутри-
клеточному накоплению полифосфатов, осуществ-
ляют биологическую очистку сточных вод от фос-
фора. Они развиваются в активном иле очистных
сооружений при обязательной цикличности усло-
вий роста: периодической смене отсутствия и нали-
чия акцепторов электронов (в первую очередь
кислорода) и, соответственно, присутствия и от-
сутствия легкодоступных органических веществ
(Van Loosdrecht et al., 1997; Mino et al., 1998; Se-
viour et al., 2003; Wentzel et al., 2008). Периодиче-

ская смена условий роста определяет направлен-
ность основных метаболических путей ФАО. В
анаэробных условиях (без акцепторов электро-
нов) ФАО поглощают органические соединения
(главным образом, летучие жирные кислоты
(ЛЖК)) и запасают их в форме внутриклеточных
полимеров с одновременной деградацией внут-
риклеточных полифосфатов и выбросом орто-
фосфата из клеток. В аэробных условиях и (или)
при наличии альтернативного акцептора элек-
тронов (нитратов или нитритов) ФАО способны
расти, поглощать ортофосфаты и синтезировать

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
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внутриклеточные полифосфаты, используя для
этих процессов энергию от разложения внутри-
клеточных источников углерода и энергии, накоп-
ленных в анаэробных условиях. Таким образом,
представители ФАО относятся к микроорганиз-
мам, обладающим циклическим типом метаболиз-
ма (Дорофеев и соавт., 2019).

Группа ФАО не является монофилетичной,
т.е. способность к аккумуляции фосфатов выяв-
лена у представителей различных филогенетиче-
ских групп микроорганизмов, как бактерий, так и
архей. В настоящее время к истинным ФАО отно-
сят представителей кандидатного рода “Ca. Accu-
mulibacter phosphatis” (сем. Rhodocyclacea, Betapro-
teobacteria) (Hesselmann et al., 1999; Nguyen et al.,
2012; Stokholm-Bjerregaard et al., 2017; Zeng et al.,
2018; Qiu et al., 2019), которые в качестве субстрата
используют летучие жирные кислоты (ацетат,
пропионат). В зависимости от используемых ак-
цепторов электронов внутри этого фенотипа вы-
деляют две основные филогенетические группы
“Ca. Accumulibacter phosphatis” (тип I и тип II),
каждая из которых в свою очередь подразделяется
на клады (тип I – на клады от IА до IЕ и тип II на
клады от IIA до II I) (Rubio-Rincon et al., 2017).
ФАО I используют в качестве акцепторов элек-
тронов нитрат и нитрит, а ФАО II – только кисло-
род (Figdore et al., 2018; Dasgupta et al., 2019). К по-
тенциальным представителям ФАО относят широ-
ко распространенные в очистных сооружениях
аэробные актинобактерии Tetrasphaera (Maszenan
et al., 2000; Nielsen et al., 2019), а также ряд других
прокариот, роль которых в биологическом удале-
нии фосфора надежно не установлена – Thiothrix
caldifontis (Rubio-Rincón et al., 2017), Microlunatus
phosphovorus (Nakamura et al., 1995), “Ca. Accu-
mulimonas” (Nguyen et al., 2012), новая группа ор-
ганотрофных бактерий семейства Comamonadaceae
(Ge et al., 2015), Dechloromonas (Ren et al., 2020),
Methanosarcina mazei (Paula et al., 2019).

Несмотря на полувековой опыт использова-
ния ФАО в процессах очистки сточных вод и
огромное количество исследований, посвящен-
ных этой группе бактерий, физиология фосфат-
аккумулирующих бактерий до сих пор детально
не изучена. Основная причина заключается в том,
что в связи со сложностью организации и боль-
шим разнообразием микробных сообществ ак-
тивных илов, в которых бактерии тесно связаны
слизистым матриксом, выделить представителей
ФАО с циклическим типом метаболизма в чистую
культуру до сих пор никому не удалось (Дорофеев
и соавт., 2019). Источниками информации о ФАО
являются метагеномный анализ микробных кон-
сорциумов, осуществляющих биологическое уда-
ление фосфатов в крупномасштабных очистных
сооружениях, и лабораторных культур фосфат-
аккумулирующих организмов. На основании ис-
следования метагенома ила, обогащенного “Ca.

Accumulibacter phosphatis”, было установлено,
что представители ФАО II имеют полный набор
генов фиксации азота и CO2 (Flowers et al., 2013).
Исследования экспрессии генов цикла трикарбо-
новых кислот выявили значительные расхожде-
ния в анаэробном и аэробном метаболизме раз-
личных популяций “Ca. Accumulibacter phospha-
tis” (Wexler et al., 2009). Было показано, что
представители ФАО имеют как общие пути цен-
трального метаболизма углерода и фосфора, так и
специфические, связанные со спектром исполь-
зуемых органических субстратов и акцепторов
электронов (Skennerton et al., 2015). На основании
протеомного анализа было установлено, что
анаэробная деградация гликогена у всех изучен-
ных “Ca. Accumulibacter phosphatis” осуществля-
ется по пути Эмбдена–Мейергофа–Парнаса
(Wilmes et al., 2008).

Выращивание обогащенных ФАО культур
проводят, как правило, в реакторах типа SBR (Se-
quencing Batch Reactor) (Artan et al., 2005; Liu et al.,
2020; Fan et al., 2020), воспроизводящих техноло-
гические условия крупномасштабных очистных
сооружений. Эта технология имеет ряд недостат-
ков. В частности, для получения в SBR культур с
высокой плотностью (несколько граммов в лит-
ре) прибегают к удержанию в биореакторе части
биомассы, в результате чего развитие культур
происходит в виде флоккул, которые имеют та-
кую же сложную многокомпонентную структуру,
как активный ил очистных сооружений. Полу-
чить микробное сообщество с минимальным ко-
личеством компонентов, в котором доминируют
ФАО, в таких реакторах практически невозмож-
но. Существенный прогресс в исследовании ФАО
авторы видят в развитии и совершенствовании
альтернативных способов циклического культи-
вирования, поддерживающих оптимальные усло-
вия для роста ФАО в гомогенной культуре и даю-
щих преимущество по сравнению с традиционным
SBR-культивированием. В гомогенной культуре
проще проводить физиологические исследования
и выделять чистые культуры ФАО традиционными
микробиологическими методами.

В настоящей работе для минимизации образо-
вания флоккул и получения гомогенного микроб-
ного сообщества, обогащенного ФАО, был выбран
циклический отъемно-доливной способ культи-
вирования с перемешиванием в модифицирован-
ном биореакторе SBR-типа, обеспечивающем че-
редование аэробных и анаэробных условий. Це-
лью исследования было изучение развивающегося
в этих условиях фосфат-аккумулирующего мик-
робного консорциума, его описание и изучение
видового состава.
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ПЕЛЕВИНА и др.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Культивирование в биореакторе. Лабораторный
биореактор для циклического культивирования
микробного сообщества был создан на основе
биореактора BIOSTAT B (фирмы “Sartorius”),
имеющего рабочий объемом 2 л, снабженного пе-
ремешивающим устройством и внешней рубаш-
кой для термостатирования. Схема биореактора
для культивирования представлена на рис. 1.

Цикличность культивирования заключалась в
чередовании анаэробных условий с присутствием
ацетата (легкодоступного источника углерода и
энергии) и аэробных условия без ацетата (после
его потребления в анаэробный период). Подача
свежей среды в биореактор и слив культуры осу-
ществляли с помощью двух перистальтических
насосов. Аэробные и анаэробные условия создава-
ли за счет подачи в биореактор воздуха или азота,
очищенного от следов кислорода, с использовани-
ем системы регулирования подачи газов (ООО
“Элточприбор”, Россия). Управление газовыми
потоками и перистальтическими насосами осу-
ществляли в автоматическом режиме с использова-
нием универсального логического модуля LOGО
(“Siemens”).

Каждый цикл культивирования микробного
сообщества в биореакторе длился 6 ч и состоял из
нескольких последовательных этапов:

1) создание анаэробных условий продувкой ре-
актора азотом в течение 5 мин со скоростью 5 л/мин
(за это время концентрация О2 в культуре падала
ниже 0.05 мг О2/л), после чего в биореактор пода-
вали питательную среду в объеме 0.125 л. Общая
продолжительность этого этапа составляла 10 мин;

2) анаэробный период, в течение которого
культуру перемешивали мешалкой со скоростью
200 об./мин. Продолжительность анаэробного пе-
риода составляла 2 ч 50 мин;

3) аэробный период, в течение которого мик-
робное сообщество аэрировали воздухом. Про-
должительность аэробного периода – 3 ч.

Через каждые четыре цикла выращивания (24 ч)
в конце аэробного периода (за 5 мин до его окон-
чания) прекращали подачу воздуха и 0.5 л культу-
ры сливали из биореактора (остаточный объем
культуры в реакторе составлял 1.5 л).

Таким образом, усредненная удельная ско-
рость протока системы составила 0.29 л/сут, что в
квазистационарном состоянии соответствует воз-
расту культуры 3.4 сут (время генерации – 2.4 сут).

Для предотвращения зарастания емкости с пи-
тательной средой и подающих ее в реактор шлан-
гов, эти части установки еженедельно промывали
стерильной водопроводной водой, нагретой до
95°С.

Посевным материалом (инокулянтом), кото-
рый вносили в биореактор, служил ил аэротенков
Люберецких очистных сооружений (г. Москва).

Питательная среда, подобранная на основа-
нии мирового опыта лабораторного выращива-
ния ФАО (Onuki et al., 2002; Welles et al., 2017) име-
ла следующий состав (г/л водопроводной воды):
CH3COONa (3H2O) – 0.708; (NH4)2SO4 – 0.046;
КH2PO4 – 0.109; дрожжевой экстракт – 0.009;
MgSO4 ∙ 7H2O – 0.135. В качестве основного ис-
точника углерода и энергии был использован аце-
тат (Artan et al., 2005; Tchobanoglous et al., 2014).

Аналитические методы. Значение рН среды из-
меряли с помощью рН-метра-иономера Эксперт-
001 (“ООО Эконикс-Эксперт”, Россия). В про-
цессе культивирования в реакторе значение рН
находилось в пределах 8.5–8.7.

Температуру культивирования микробного
сообщества 18–20°С задавали с помощью термо-
стата Haake® WKL 26 (“Thermo Fisher Scientific”,
США).

Количество взвешенного вещества в отобранной
из реактора пробе после ее фильтрования и высу-
шивания определяли гравиметрически (ПНДФ
14.1:2:4.254-09).

Концентрацию фосфатов определяли фото-
метрически с молибдатом аммония как в подаю-
щейся в биореактор питательной среде, так и на вы-
ходе из биореактора в конце аэробной и анаэробной
фаз культивирования (ПНДФ 14.1:2:4.248-07).

Рис. 1. Схема установки для отъемно-доливного
аэробно/анаэробного выращивания микроорганиз-
мов: 1 – биореактор; 2 – насос подачи среды; 3 – на-
сос отведения культуры; 4 – воздушный компрессор;
5 – источник газообразного азота; 6 – система регу-
лирования подачи газов.
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Концентрацию растворенного кислорода из-
меряли электрохимически с использованием
кислородомера Oxi 197 (“WTW”, Германия).

Исследование культуры фосфат-аккумулирую-
щих бактерий. Морфологию клеток исследовали
на микроскопе Olympus CX41 с фазовым контра-
стом (“Olympus”, Япония).

Фосфат-аккумулирующие бактерии в составе
микробного сообщества определяли по наличию
в составе клеток гранул, состоящих из соедине-
ний фосфора, о чем судили по результатам рент-
геновского микроанализа препаратов.

Количество клеток (% от состава клеток всего
сообщества), имеющих в своем составе различ-
ные включения, определяли на основании сред-
него значения, полученного при подсчете клеток
в 80 полях зрения.

Электронно-микроскопические исследования
тотальных препаратов проводили на микроскопе
JEM 100 (“Jeol”, Япония) по методике описанной
ранее (Vasilyeva et al., 2006). Для приготовления
препаратов клетки фиксировали 2.5% глутаро-
вым альдегидом. Дофиксацию проводили раство-
ром тетраокиси осмия.

Рентгеновский микроанализ препаратов кле-
ток проводили на микроскопе JEM-1400 (“Jeol”,
Япония), оснащенного рентгеновским микро-
анализатором (“Oxford Instruments”, Великобри-
тания), при ускоряющем напряжении 80 кэВ;
угол наклона образца – 15°. Получаемые спектры
анализировали с применением программы AZtec
(“Oxford Instruments”, Великобритания). Эту же
программу использовали для элементного карти-
рования образцов. Образцы для рентгеновского
микроанализа готовили с использованием медных
сеток для электронной микроскопии с нанесенной
формваровой пленкой, напыленной углеродом, на
которые наносили нативные препараты клеток.
Сеточки высушивали и использовали для анализа.

Статистическую обработку проводили с ис-
пользованием пакета программ Microsoft Office
Exel 2007.

Исследуемые образцы. Для исследования со-
става развивающегося микробного консорциума
в лабораторном биреакторе отбирали четыре об-
разца активного ила:

1) Образец активного ила из промышленного
биореактора по удалению органического веще-
ства, аммония и фосфора. В биореакторе реали-
зована технология Кейптаунского университета
(Burton et al., 2014), основанная на чередовании
аэробной и анаэробной зон (в аэротенке кару-
сельного типа). Данный образец использовался
для загрузки лабораторного биореактора.

2) Образец активного ила, отобранного из ла-
бораторного биореактора на 8 сут с момента его
пуска.

3) Образец активного ила, отобранного из ла-
бораторного биореактора на 15 сут с момента его
пуска.

4) Образец активного ила, отобранного из ла-
бораторного биореактора на 22 сут с момента его
пуска.

Выделение ДНК для метагеномного анализа,
амплификация и секвенирование фрагментов генов
16S рРНК. ДНК из образцов активного ила выде-
ляли с помощью набора DNeasy PowerSoil Kit
(“Qiagen”, Германия) по протоколам производи-
теля. Вариабельный V3–V4 регион гена 16S рРНК
амплифицировали с использованием универ-
сальных праймеров 341F CCTAYGGGDBGCWS-
CAG и 806R GGACTACNVGGGTHTCTAAT (Frey
et al., 2016). Полученные ПЦР фрагменты исполь-
зовали для приготовления библиотек для секве-
нирования с помощью наборов Nextera XT DNA
Library Prep Kit (“Illumina”) по протоколам про-
изводителя. Мультиплексировали с помощью на-
боров Nextera XT Index Kit v2. ПЦР фрагменты се-
квенировали с использованием Illumina MiSeq.
Для каждого образца получали не менее 8 тысяч
последовательностей фрагментов генов 16S рРНК.

Чтения из всех образцов были объединены
вместе, исключены низкокачественные чтения,
синглетоны и химеры. Оставшиеся чтения были
кластеризованы в ОТЕ с минимальной идентич-
ностью в 97%. Для определения доли ОТЕ в каж-
дом из образцов, на репрезентативные последо-
вательности ОТЕ были наложены исходные чте-
ния (включая низкокачественные и синглетоны)
с минимальной идентичностью в 97% на всей
длине чтения. Для выполнения всех этих проце-
дур использовался пакет программ usearch (Edgar,
2010). Таксономическую идентификацию микро-
организмов по последовательностям генов 16S
рРНК проводили с использованием usearch и ба-
зы данных Silva.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Культивирование ФАО. Разработана методика
выращивания ФАО в биореакторе, основанная на
периодическом (циклическом) изменении усло-
вий культивирования. Содержание взвешенного
вещества в биореакторе после его инокуляции ак-
тивным илом составляло 3.43 г/л, рН 8.5. В тече-
ние первых 15 сут происходило уменьшение мас-
сы взвеси до 0.2 г/л за счет ее вымывания и незна-
чительное изменение рН до 8.9. За это время
снижалось количество грубодисперсной приме-
си, после чего взвешенное вещество практически
полностью было представлено микробной био-
массой. С 15 до 22 сут концентрация микробной
биомассы, а также значение рН водной фазы ре-
актора держались на постоянном уровне, что сви-
детельствовало о стабилизации его работы. Одно-
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временно с этим происходило постепенное
уменьшение содержания фосфатов в водной фазе
реактора. Если на 5 сут культивирования разница
между количеством фосфатов в исходной среде и
сливной воде биореактора составляла 4.9 мг/л, то
к 8 сут эта цифра возрастала в 1.5 раза (до 7.2 мг/л), а
к 22 сут она составила 11–12 мг Р-РО4/л, что соот-
ветствовало 50% удаления фосфора из поступаю-
щей среды (рис. 2).

Для выяснения природы удаления фосфора,
нами было исследовано изменение количества
фосфатов в среде в течение одного цикла работы,
включающего аэробную и анаэробную фазы. Ко-
личественные данные о содержании фосфатов в
течение одного цикла культивирования на 8, 15 и
22 сут работы реактора представлены в табл. 1.
Необходимо отметить, что в соответствии с био-
химическими реакциями, протекающими у ФАО,
в анаэробных условиях в отсутствие окислителей
и при наличии ацетата происходит выброс фос-
фатов из клеток. При попадании в аэробные
условия клетки ФАО окисляют накопленные уг-
леродные субстраты и при этом поглощают фос-
фата из среды (Terashgima et al., 2016).

Полученные результаты свидетельствовали о
том, что в процессе культивирования активного
ила очистных сооружений в лабораторной уста-
новке развивалось микробное сообщество, вклю-
чающее физиологически активных представите-
лей ФАО. Также важно, что концентрация фос-
фатов на выходе из реактора была всегда ниже,
чем в поступающей воде.

Исследование клеток ФАО методами микроско-
пии и рентгеновского микроанализа. Микроскопи-
ческое исследование микробного сообщества
биореактора выявило морфологическое разнооб-
разие бактериальных форм в его составе. Боль-
шинство (до 85%) клеток содержало включения
(рис. 3). В целом, в сообществе доминировали
вытянутые округлые клетки размером (1–1.5) ×
× (2–3.5) мкм, которые содержали преломляющие
свет структуры разного размера, расположенные
вдоль клеток (рис. 3а). Крупные палочковидные
клетки размером (2–3) × (3–5) мкм содержали
мелкие плотные темные включения (рис. 3б). На-
ряду с палочковидными клетками в сообществе
развивались клетки округлой формы размером
2.4 × 3.3 мкм со светящимися круглыми внутри-
клеточными структурами, которые располагались

Рис. 2. Изменение содержания растворимых фосфатов в биореакторе: 1 – концентрация P-PO4 в среде, поступающей
в реактор; 2 – концентрация P-PO4 на выходе из биореактора; 3 – концентрация взвешенных веществ в биореакторе.
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Таблица 1. Изменение концентрации фосфатов в ходе одного цикла культивирования микробного сообщества
на 8, 15 и 22 сут работы биореактора

Примечание. Δ – разность концентраций фосфора в среде между анаэробной и аэробной фазами.

Время 
культивирования, 

сут

Концентрация P-PO4, мг/л

начало
цикла

конец анаэробной 
фазы

конец аэробной
фазы

Δ,
мг/л

8 14.6 ± 1.18 17.0 ± 1.19 14.0 ± 1.35 3.0

15 12.3 ± 1.18 14.7 ± 1.19 11.4 ± 1.35 3.3

22 13.0 ± 1.18 15.3 ± 1.19 12.1 ± 1.35 3.2
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Рис. 3. Бактериальное разнообразие в составе микробного сообщества биореактора: а–в – фазовый контраст, ×1000;
г – электронная микроскопия, ×800; д – электронная микроскопия, ×1700. Стрелками показаны клетки с включе-
ниями.

10 мкм(а) 10 мкм(б) 10 мкм(в)

1 мкм(д)4 мкм(г)

 

равномерно по всему объему клетки (рис. 3в).
Электронно-микроскопическое исследование под-
твердило наличие в микробном сообществе клеток
с разными включениями (рис. 3г, 3д).

Для определения химического состава вклю-
чений нами было сделано картирование микроб-
ного сообщества в целом методом рентгеновского
микроанализа, а также проведен точечный анализ
элементного состава бактериальных клеток. Ме-
тод рентгеновского микроанализа позволяет про-
водить быстрое определение элементного состава
микробных объектов, как отдельных клеток, так и
их скоплений, что позволяет получить информа-
цию по содержанию интересующего нас фосфора
и других элементов в сравнительном количе-
ственном соотношении друг к другу. Применение
режима картирования программы AZtec дает воз-
можность увидеть наглядную картину распреде-
ления элементов в образце.

Картирование позволило установить, что хи-
мические элементы, включая фосфор, распреде-
лялись внутри представителей сообщества по-
разному. Часть элементов содержались внутри
клеток, часть сорбировалась в межклеточном
пространстве на поверхности клеток сообщества.

В палочковидных клетках размером (1–1.5) × (2–
3.3) мкм такие химические элементы как углерод,
калий, сера и кальций были равномерно распреде-
лены в клетках, а фосфор, натрий и магний находи-
лись не только внутри клеток, но в межклеточном
пространстве (рис. 4). В клетках палочковидной
формы размером 0.5 × 2 мкм нами были обнару-
жены электронно-плотные структуры, которые
были идентифицированы как включения фосфо-
ра (рис. 5а, 5б). Для подтверждения результатов
картирования микробного сообщества в целом,
нами был проведен точечный элементный анализ
отдельных клеток сообщества. Наиболее характер-
ные для этих клеток спектры показаны на рис. 5в.
Процентное содержание химических элементов в
точках анализа представлено в табл. 2. Точечный
анализ показал, что содержание фосфора в клет-
ках (спектры 51–54) было выше, по сравнению с
фоновым количеством этого элемента. Включе-
ния фосфора (спектры 51 и 52) в палочковидных
клетках содержали в 10 раз больше этого элемен-
та, по сравнению с контролем. Включения в изо-
гнутых клетках (спектр 53) содержали в 8 раз
больше этого элемента. Максимальное количе-
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ство фосфора находилось в кокковидных клетках
(спектр 54).

Таким образом, было показано, что фосфор
находился как на поверхности, так и внутри кле-
ток. Распределение этого элемента внутри клеток
было разным. Часть бактерий микробного сооб-
щества биореактора содержали фосфорные гра-
нулы и могли быть представителями ФАО.

Изменение таксономического состава микроб-
ного консорциума в процессе его культивировния.
На начальном этапе работы биореактора в соста-
ве микробного сообщества активного ила были
обнаружены последовательности представителей
доменов бактерий и архей. Доля архей составляла
небольшую часть – 1.17% от общего количества
последовательностей. Среди них доминировали
метаногены порядка Methanosarcinales и предста-
вители некультивируемого кандидатного филума
Wosearchaeota. Ближайшие гомологи найденных
последовательностей генов 16S рРНК были обна-
ружены в очистных сооружениях, сбраживающих

осадки в анаэробных условиях, и метантенках
(Kirkegaard et al., 2017).

Бактериальные последовательности относи-
лись к 19 различным филумам, среди которых до-
минировали представители филумов Bacteroidetes
(22.4%), Proteobacteria (22.3%), Patescibacteria (8.8%),
Chloroflexi (27.2%) и Nitrospirae (4.7%). Суммарно
их доля от всех последовательностей генов 16S
рРНК составляла 85.4%. Филумы Acidobacteria,
Planctomycetes, Verrucomicrobia и др. составляли
минорную часть микробного сообщества (рис. 6).

Около 4.8% всех последовательностей фраг-
ментов генов 16S рРНК относилось к неизвест-
ным глубоким линиям и не были классифициро-
ваны даже на уровне филума.

Большинство идентифицированных филумов
ранее обнаруживались в биореакторах по очистке
сточных вод (Wu et al., 2019).

По мере культивирования сообщества менял-
ся его состав, и снижалось таксономическое раз-

Рис. 4. Элементный анализ микробного сообщества в целом методом картирования с применением рентгеновского
микроанализа. Цветом показано распределение отдельных химических элементов; а – электронная фотография сооб-
щества; б – распределение углерода; в – распределение фосфора; г – распределение натрия; д – распределение калия;
е – распределение магния; ж – распределение серы; з – распределение кальция. Стрелками показано накопление хи-
мических элементов в межклеточном пространстве.

2.5 мкм(а) 2.5 мкм(б) 2.5 мкм(в) 2.5 мкм(г)

2.5 мкм(д) 2.5 мкм(е) 2.5 мкм(ж) 2.5 мкм(з)

Таблица 2. Содержание химических элементов в точках анализа, выраженное в процентах от общего содержания
элементов

Номер спектра Контроль 
(подложка без клеток) 51 52 53 54

Содержание фосфора, % 0.15 1.63 1.59 1.31 3.16
Отношение концентраций фосфора
в исследуемой точке к контролю

1 10.87 10.6 8.73 21.07
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нообразие. Так доля архей в ходе работы биореак-
тора снизилась до 0.01% (рис. 6). Доля остальных
доминирующих в момент загрузки филумов Pate-
scibacteria (8.8%), Chloroflexi (27.2%) и Nitrospirae
(4.7%) в ходе работы биореактора значительно
снизилась – до 2.66, 2.63 и 0.15% соответственно.
Филум Patescibacteria был описан совсем недавно
на основании молекулярных данных (Hug et al.,
2016; Parks et al., 2018) и в настоящее время не име-

ет культивируемых представителей. Метаболизм
бактерий этого филума был предсказан только на
основании метагеномного анализа микробных со-
обществ. Patescibacteria имеют, как правило, неболь-
шие геномы, при этом многие метаболические пути
у них отсутствуют или они неполные. На основании
этих данных предполагается, что бактерии этого
филума являются либо паразитами, либо сим-
бионтами.

Рис. 5. Точечный анализ элементного состава бактериальных клеток фосфат-аккумулирующего сообщества методом
картирования с применением рентгеновского микроанализа: (а) – электронная фотография клеток; (б) – распределе-
ние фосфора в клетках сообщества; стрелками показаны обогащенные фосфором гранулы. (в) – контроль – фоновое
внеклеточное содержание фосфора; содержание химических элементов: в гранулах палочковидных клеток
(спектры 51 и 52); в гранулах изогнутых клеток (спектр 53); в кокковидных клетках (спектр 54). Стрелками отмечены
пики фосфора.
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В ходе работы биореактора большинство ми-
норных групп микроорганизмов были элимини-
рованы, среди них представители филумов Fuso-
bacteria, Ca. Margulisbacteria, Ca. Latescibacteria,
Spirochaetes, Elusimicrobia, Gemmatimonadetes, Ar-
matimonadetes и Omnitrophica. Доли остальных ми-
норных групп также снижались (рис. 6).

Число обнаруженных ОТЕ сократилось с 445 до
184. На заключительном этапе 61% (10 наиболее
многочисленных ОТЕ) всех прочтений составля-
ли ОТЕ, которые на начальном этапе работы био-
реактора составляли всего 1% сообщества.

Доли двух доминирующих в загрузке филумов
Bacteroidetes (22.4%) и Proteobacteria (22.3%) в ходе
культивирования в циклически изменяющихся
условиях увеличились. Доля Bacteroidetes, кото-
рые способны к разложению сложного органиче-
ского вещества, возросла почти в два раза – до
42.8% (Thomas et al., 2011; Fernández-Gómez et al.,
2013; Hahnke et al., 2016). При этом основной рост

приходился на виды, относящиеся к порядкам
Chitinophagales, Cytophagales и Sphingobacteriales.

В ходе работы биореактора доля протеобакте-
рий возросла с 22.3 до 43.2%, что было связано с
увеличением численности представителей двух
классов α- и β-Proteobacteria (с 2.7 до 14.8% и с 10.7
до 27.3% соответственно), в то время как доля γ-,
δ-, ε-протеобактерий снизилась с 9.5 до 1.4%.
Среди альфапротеобактерий в биореакторе суще-
ственно возрастала доля микроорганизмов, отно-
сящихся к порядку Microvibrionales (с 0.28 до 7.4%),
близкие последовательности 16S рРНК к кото-
рым были обнаружены ранее в биопленке анок-
сигенного гибридного реактора по очистке сточ-
ных вод от азота и фосфора (последовательность
JN391746, идентична на 98% с OTU1), а также до-
ля бактерий рода Gemmobacter с 0.04 до 3.7%, в ко-
торый входят гетеротрофные бактерии, являю-
щиеся факультативным анаэробами (Rothe et al.,
1987).

Рис. 6. Таксономический состав микробного сообщества биореактора.

Other
Spirochaetes

Epsilonbacteraeota
Omnitrophicaeota

Margulisbacteria
Latescibacteria

Gemmatimonadetes
Fusobacteria

Elusimicrobia
Armatimonadetes

Actinobacteria
Nitrospirae

Verrucomicrobia
Planctomycetes

Acidobacteria
Gammaproteobacteria

Firmicutes
Deltaproteobacteria

Chloroflexi

Patescibacteria

Chlamydiae

Alphaproteobacteria

Betaproteobacteria

Bacteroidetes

Archaea

0 8 15 22
Дни

Relative
abundance, %

1
10

50

70



МИКРОБИОЛОГИЯ  том 90  № 1  2021

МИКРОБНЫЙ КОНСОРЦИУМ, ОСУЩЕСТВЛЯЮЩИЙ УДАЛЕНИЕ ФОСФАТОВ 85

Бетапротеобактерии, доминирующие в боль-
шинстве исследованных микробных сообществ
активных илов промышленных очистных соору-
жений (Yu, Zhang, 2012; Wu et al., 2019), в составе
сообщества нашего биореактора были представ-
лены семейством Rhodocyclaceae. Следует отме-
тить, что в ходе развития микробного сообщества
существенно изменялось соотношение долей ро-
дов внутри этого семейства. В частности, снижа-
лась доля представителей рода Thauera (с 3.6 до
0.1% от общего числа чтений). Известно, что эти
микроорганизмы способные разлагать широкий
спектр органических кислот и ароматических со-
единений (Mechichi et al., 2002; Mao et al., 2010). В
тоже время, увеличились доли представителей
рода Zoogloea (с 0.09 до 11.5%), который встреча-
ется в составе большинства микробных сооб-
ществ активных илов (Zhang et al., 2012; Wu et al.,
2019) и представителей рода Dechloromonas семей-
ства Rhodocyclaceae – с 0.74 до 11.1% от всех после-
довательностей гена 16S рРНК. Родственные им
микроорганизмы были найдены в микробных со-
обществах различных очистных сооружений, в
частности, ближайшие последовательности генов
16S были найдены в аэробном ферментере в Ки-
тае (LT841763 – 99%, LT842295 – 99% идентич-
ность) (Dasgupta et al., 2019). В состав семейства
Rhodocyclaceae входят фосфат-аккумулирующие
организмы, в частности, вид “Ca. Accumuli-
bacter”, который доминирует в большинстве мик-
робных сообществ промышленных сооружений
по очистке сточных вод от соединений фосфора
(Bond et al., 1995; Mao et al., 2015; Barr et al., 2016;
Дорофеев и соавт., 2019). В лабораторном биоре-
акторе в момент загрузки активным илом очист-
ных сооружений бактерии Ca. Accumulibacter
ожидаемо идентифицировались и были представ-
лены двумя ОТЕ, доли которых составляли всего
0.01 и 0.2% и имели высокое сходство с последова-
тельностями гена 16S рРНК, выявленных в SBR-ре-
акторе по удалению фосфора (идентичность генов
16S рРНК 96%, HM046420) и биореакторах по
очистке сточных вод (99% идентичности с
LR637422) (Bond et al., 1995; Mao et al., 2015). Од-
нако в процессе культивирования доля этих орга-
низмов снижалась, и к концу работы биореактора
они не обнаруживались в составе микробного со-
общества. Таким образом, в сконструированном
биореакторе в процессе циклического культиви-
рования развивались представители ФAO, кото-
рые не были характерны для крупномасштабных
очистных сооружений (Artan, Orhon, 2005).

В заключение следует отметить, что использо-
ванное нами последовательно-периодическое куль-
тивирование позволило получить фосфат-аккуму-
лирующее микробное сообщество, отличающее-
ся от сообщества флоккулированного активного
ила промышленного аэротенка, использованного
в качестве инокулята, большей гомогенностью и

низкой плотностью популяции. Количественные
изменения концентрации фосфатов в анаэробный
и аэробный периоды и итоговое снижение содер-
жания фосфора в среде указывали на развитие в
биореакторе бактерий, которые отвечают за уда-
ление фосфора аналогично процессам биологи-
ческого удалении фосфора активным илом в
очистных сооружениях. Обычно содержание фос-
фора в сточных водах составляет 4–8 мг/л (Qasim,
Zhu, 2017) и снижается до концентрации менее
1 мг/л. При этом концентрация активного ила в
промышленных реакторах как правило находится
в пределах 2–4 г/л. В наших экспериментах при
концентрации биомассы на порядок меньше
(0.2 г/л), чем в промышленных очистных соору-
жениях, удаление фосфора достигало 12 мг/л, что
на порядок выше по удельным показателям уда-
ления фосфора на единицу биомассы активного
ила. Полученные результаты позволяют сделать вы-
вод об эффективности использования последова-
тельно-периодического способа культивирования
активного ила очистных сооружений, в процессе
которого в лабораторном биореакторе развивалось
микробное сообщество с высоким содержанием
фосфат-аккумулирующих бактерий.

Микроскопические методы исследования по-
казали накопление фосфора в виде гранул в клет-
ках разной морфологии, что свидетельствовало о
развитии разных представителей группы ФАО в
микробном сообществе. Молекулярно-биологи-
ческие методы не только подтвердили наличие
фосфат-аккумулирующих бактерий в составе со-
общества, но и позволили проследить динамику
развития сообщества ФАО в целом и определить
доминирующих представителей этой группы
микроорганизмов. Интересно отметить, что в ак-
тивном иле очистных сооружений, который ис-
пользовали как инокулянт, были идентифициро-
ваны известные бактерии семейства Rhodocycla-
ceae – “Ca. Accumulibacter”, которые считаются
типичными для очистных сооружений. Они были
представлены двумя ОТЕ, близкими к последова-
тельностям гена 16S рРНК, ранее обнаруженным
в SBR-реакторе по удалению фосфора (идентич-
ность генов 16S рРНК 96%, HM046420) и биоре-
акторах по очистке сточных вод (99% идентично-
сти с LR637422) (Bond et al., 1995; Mao et al., 2015;
Barr et al., 2016; Welles et al., 2017; Дорофеев и
cоавт., 2019). Однако в процессе работы лабора-
торного биреактора доля этих организмов снижа-
лась. В момент наиболее эффективного удаления
фосфора микробным сообществом бактерии
“Candidatus Accumulibacter phosphatis” не были
идентифицированы в его составе. Доминирую-
щими группами в этот момент были представите-
ли семейства Rhodocyclaceae, относящиеся к ро-
дам Dechloromonas и Zoogloea, доля последователь-
ностей гена 16S рРНК которых увеличилась за
время работы реактора максимально по сравне-
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нию с долей последовательностей других бак-
терий.

Бактерии рода Zoogloea часто встречаются в ак-
тивных илах очистных сооружений (Barr et al.,
2016; Wu et al., 2019). В ряде работ сообщалось о
совместном накоплении представителей родов
Zoogloea и Dechloromonas в биореакторах по удале-
нию фосфора в денитрифицирующих условиях
(denitrifying phosphorus removal) (Bond et al., 1995).
Были высказаны предположения о том, что бак-
терии рода Zoogloea могут быть потенциальными
ФАО (Shao et al., 2009). Так у единственного вида
Zoogloea ramigera были обнаружены внутрикле-
точные гранул волютина (Roinestad, Yall, 1970).
Микроорганизмы, родственные бактериям рода
Dechloromonas, были найдены в микробных сооб-
ществах различных очистных сооружений, в
частности, ближайшие к этому роду последова-
тельности генов 16S были идентифицированы в
аэробном ферментере в Китае (LT841763 – 99%,
LT842295 – 99% идентичность) (Bond et al., 1995;
Mao et al., 2015; Welles et al., 2017; Dasgupta et al.,
2019).

Таким образом, режим работы лабораторного
биореактора с циклическим последовательно-пе-
риодическим способом культивирования микроб-
ного сообщества активного ила очистных соору-
жений оказался неблагоприятным для развития
типичных для очистных сооружений Candidatus
“Accumulibacter phosphatis” семейства Rhodocycla-
ceae и давал преимущество для роста других пред-
ставителей этой физиологической группы. В соста-
ве сообщества были идентифицированы предста-
вили двух других родов этого семейства – родов De-
chloromonas и Zoogloea, которые эффективно
удаляли фосфор из среды.
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Abstract—Formation of a community of phosphate-accumulating microorganisms (PAO) in a laboratory se-
quential batch bioreactor ensuring alterated aerobic and anaerobic conditions during periodic removal and
addition of the medium were investigated. The bioreactor removed 50% phosphorus from the incoming me-
dium after 22 days from the start-up. Microscopy and X-ray microassay revealed the of cells of diverse mor-
phology that contained phosphorus-enriched granules. High-throughput sequencing of the 16S rRNA gene
fragments carried out on days 0, 8, 15, and 22 showed changes in the community composition and its decreas-
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ing diversity. On day 22, approximately twofold increase of the relative abundancies of Bacteroidetes (up to
43% of the 16S rRNA gene sequences) and Proteobacteria of the classes alpha (up to 15%) and beta (up to
27%) was observed. While at the onset of the reactor operation, typical PAOs related to “Candidatus Accu-
mulibacter” (class Betaproteobacteria) constituted 0.2% of the community, they were not detected on day 22.
The most likely PAO candidates were beta-proteobacteria of the genus Dechloromonas, the share of which in-
creased from 0.7 to 11% by the time of the highest phosphorus removal from the inflowing medium. The
relative abundance of denitrifying heterotrophs of the genus Zoogloea (family Rhodocyclaceae) increased from
0.1 to 11.5%. Apparently, the operation mode of the bioreactor provided favorable conditions for the process
of denitrifying phosphorus removal and selection of the appropriate PAO.

Keywords: phosphate-accumulating organisms, activated sludge, bacteria with a cyclic type of metabolism,
volutin granules, family Rhodocyclaceae, Dechloromonas, Zoogloea, “Candidatus Accumulibacter”
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