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Введение

Азокрасители присутствуют в сточных 
водах многих производств (текстиль-
ных, типографских, пищевых), продук-

тами их деструкции являются ароматичес-
кие амины, которые содержатся также в 
стоках химической и фармацевтической про-
мышленности [1]. Для удаления азокрасите-
лей из окружающей среды используются 
физико-химические (адсорбция, осаждение, 
химическое окисление и восстановление, 
фото- и электрохимическое разложение) и 
биологические методы. Однако в связи с 
такими ограничениями в использовании 
физико-химических методов, как высокое 
энергопотребление, образование токсичных 
интермедиатов и высокая стоимость техно-
логий, в последнее время большое внимание 
уделяют методам с использованием микро-
организмов, способных к деградации азокра-
сителей [1].
Как правило, для очистки сточных вод 
используют биореакторы различных техно-
логических типов с естественно сложивши-
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мися микробными консорциумами. В состав 
таких консорциумов входят гидролитичес-
кие, ацидогенные и метаногенные микроор-
ганизмы [2]. Благодаря комбинации катабо-
лических возможностей в анаэробных 
условиях может происходить полное разру-
шение сложного вещества до самых простых 
(полная минерализация), что недоступно 
чистым культурам микроорганизмов из-за 
термодинамических ограничений. Метано-
генные микробные консорциумы способны к 
расщеплению различных ароматических 
соединений с образованием биогаза. Они не 
нуждаются в экзогенных акцепторах элект-
ронов, поскольку СО2 образуется при бро-
жениях, входящих в одну из стадий биоде-
градации ароматики [3].
Целью данной работы было изучение про-
цессов расщепления азокрасителей и про-
дуктов их деструкции – ароматических ами-
нов илами различных очистных сооружений.
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Материалы и методы исследования

Источники биологического материала и 
условия культивирования. В работе 
использовали неадаптированные анаэ-

робные илы двух видов: флокулярный 
активный ил очистных сооружений Курья-
новской станции аэрации, обрабатывающей 
бытовые сточные воды (ил КСА), и гранули-
рованный метаногенный ил из анаэробного 
EGSB-реактора (реактора с расширенным и 
взвешенным слоем гранул), очищающего 
стоки пивоваренного завода «Эфес Пилс-
нер» (ил ЕР). Инкубацию илов осуществля-
ли в минеральной среде [4] при температуре 
30 °С и начальном рН 7,0 в темноте в статич-
ных условиях.
Основные реактивы. В качестве субстратов 
применяли пищевые азокрасители Ponceau S 
и Tartrazine (Acrus, США) и кислотный 
азокраситель Methyl Red (MR), широко 
использующийся в текстильной промыш-
ленности (Acrus, США), 2-, 3- и 4-аминобен-
зойные кислоты (2-, 3- и 4-АБК), сульфани-
ловую кислоту, 1,4-фенилендиамин и N, 
N-ди метил-n-фенилендиамин (ДМФ) 
(Aldrich, США).
Аналитические методы. Концентрацию аро-
матических соединений в культуральной 
жидкости определяли при соответствующих 
длинах волн на спектрофотометре «Shima-
dzu UV-1202» (Япония) (см. Результаты и 
обсуждение). Отобранные пробы центрифу-
гировали при 10000 об/мин в течение 5 мин, 
затем 100 мкл пробы разбавляли в 2 мл фос-
фатного буферного раствора (0,1 М, рН 7,0) 
и измеряли в кварцевой кювете длиной 1 см. 
Анализ содержания газов проводили на газо-
вом хроматографе ЛХМ 8 МД , модель 3 с 
катарометром (Россия), газ-носитель – 
аргон, скорость газа-носителя – 20 мл/мин, 
при температуре 50 °С. Колонки длиной 2 м 
заполнены порапаком QS. Объём пробы газа 
составлял 0,2 мл. Концентрацию аммония 
определяли по методу Несслера [5].

Результаты и их обсуждение

Деструкция азокрасителей MR, Ponceau 
S, Tartrazine илами очистных сооруже-
ний. Первый этап разрушения азокра-

сителей в анаэробных условиях заключается 
в восстановительном разрыве азосвязи, 
сопровождающемся обесцвечиванием и 
образованием ароматических аминов [1, 6].
Ил КСА обесцвечивал все три азокрасителя 
практически без лаг-периода, но с разной 
скоростью. MR полностью обесцветился 
через 3, Ponceau S – через 10, а Tartrazine – 

через 12 сут. Спектрофотометрический ана-
лиз культуральной жидкости показал, что 
деколоризация MR микробным консорциу-
мом КСА сопровождалась исчезновением 
пика максимума поглощения этого азокраси-
теля (431нм) и появлением новых пиков, 
соответствующих максимумам поглощения 
интермедиатов: ДМФ (242 нм и 297 нм) и 
2-АБК (310 нм). После окончания обесцве-
чивания MR (уравнение 1) началось выделе-
ние метана (рис. 1) как за счет деметилиро-
вания ДМФ до 1,4-фенилендиамина 
(урав нение 2), так и за счёт последующей 
полной минерализации 2-АБК (уравнение 
3). 1,4-фенилендиамин был устойчив к даль-
нейшему разложению и на кап ливался в 
культуральной жидкости.

 (1)

 (2)

 (3)

Рис. 1. Разложение азокрасителя MR под действием анаэробно-
го метаногенного консорциума КСА.
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Количество образовавшегося метана после 
завершения биодеградации ароматических 
аминов было в 5,45 раз больше исходного 
количества MR. Это соответствовало теоре-
тически рассчитанному соотношению (5,5 
раз) по уравнениям деметилирования ДМФ 
до 1,4-фенилендиамина (уравнение 2) и 
минерализации 2-АБК (уравнение 3).
Под действием ила КСА в варианте, расщеп-
ляющем Ponceau S, на 3 сут. цвет культу-
ральной жидкости с красного изменился на 
оранжевый. При этом регистрировали исчез-
новение основных пиков максимумов погло-
щения Ponceau S (352 нм и 520 нм), а также 
образование в качестве интермедиата суль-
фаниловой кислоты (250 нм). Концентрация 
сульфаниловой кислоты в культуральной 
жидкости со временем повышалась, что сви-
детельствовало о ее накоплении. Устойчи-
вость этого соединения подтверждается и 
литературными данными [7]. Одновременно 
с исчезновением пика 384 нм культуральная 
жидкость становилась бесцветной. После 
этого (на 10 сут.) начиналось активное обра-
зование биогаза путем разложения не иден-

тифицированных нами продуктов конверсии 
Ponceau S (рис. 2, 3).
Из-за существенного расхождения теорети-
чески рассчитанных (8 ммоль) и экспери-
ментально определённых (3,8 ммоль) коли-
честв образовавшегося метана следует, что 
минерализация этих неидентифицирован-
ных интермедиатов не является полной.

Рис. 2. Предполагаемая схема распада Ponceau S.

Рис. 3. Разложение азокрасителя Ponceau S под действием анаэ-
робного метаногенного консорциума КСА.
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Микробный консорциум КСА полностью 
обесцвечивал краситель Tartrazine на 12 сут., 
при этом спектрофотометрическое сканиро-
вание культуральной жидкости показывало 
образование сульфаниловой кислоты, кото-
рая, как и в случае Ponceau S, накапливалась 
в культуральной жидкости (рис. 4). Разложе-
ние другого, не идентифицированного нами, 
интермедиата приводило к образованию 
метана илом КСА (рис. 5).
Неполная минерализация интермедиатов в 
данном случае, очевидно, также приводила к 
тому, что полученное экспериментальным 
путём значение количества метана (3,5 
ммоль) не соответствовало теоретически 
рассчитанному (5 ммоль).
Таким образом, микробное сообщество КСА 
обесцвечивало азокрасители и образовывало 
метан со скоростью, уменьшающейся в ряду: 
MR (на 3 сут.) > Ponceau S (на 10 сут.) > 
Tartrazine (на 12 сут.).
Обесцвечивание MR илом ЕР наблюдали на 
3 сут., при этом в культуральной жидкости 
регистрировали появление ДМФ и 2-АБК 
(рис. 6).
Оба вещества накапливались и не разлага-
лись в культуральной жидкости в течение 40 

Рис. 4. Предполагаемая схема распада. Tartrazine.

Рис. 5. Разложение азокрасителя Tartrazine под действием анаэ-
робного метаногенного консорциума КСА.

Рис. 6. Динамика изменения спектральных характеристик куль-
туральной жидкости сообщества из ила ЕР (жирной стрелкой 
обозначен максимум поглощения азокрасителя, тонкими – про-
дуктов его распада).

сут. В то же время, по имеющимся литера-
турным [6-8] и нашим данным (см. выше) в 
других условиях возможно последующее 
деметилирование ДМФ до 1,4-фенилендиа-
мина [6, 7] и минерализация 2-АБК [8].
Полная деколоризация Ponceau S сообщест-
вом ЕР происходила только на 27 сут. Спект-
ро фотометрический анализ показал присут-
ствие в культуральной жидкости тех же 
интер медиатов деструкции (рис. 7), что и в 
случае расщепления данного красителя илом 
КСА, однако выделения метана, отличного от 
фоновых значений, не наблюдали.
Tartrazine сообществом ЕР не обесцвечивал-
ся. Таким образом, в случае ила ЕР ни одно 
из веществ не подвергалось полной минера-
лизации, что подтверждается равенством 
концентраций метана и углекислого газа в 
опытных и контрольных вариантах. Данный 
ил, как и ил КСА, обесцвечивал MR быстрее, 
чем Ponceau S.
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Метан является конечным продуктом биоде-
градации азокрасителей в микробных кон-
сорциумах из ила КСА. Для определения 
влияния активности последней стадии в 
цепи реакций полной минерализации азок-
расителей (метаногенеза) на скорость перво-
го этапа (восстановительное расщепление 
азосвязи) для азокрасителей Ponceau S и 
Tartrazine был проведен эксперимент с вне-
сением в сообщество КСА ингибитора мета-
ногенной активности бромэтансульфоновой 
кислоты (БЭСК) в концентрации 1 г·л-1. 
БЭСК добавляли в варианты с азокрасите-
лем в момент внесения инокулята (10 % от 
объема среды) или сразу после исчезновения 
окраски культуральной жидкости. Внесение 
БЭСК в момент посева несколько замедлило 
полное обесцвечивание Ponceau S (с 10 до 12 
сут.) и Tartrazine (с 12 до 24 сут.) по сравне-
нию с вариантами без БЭСК. Независимо от 
времени внесения БЭСК динамика измене-
ния спектральных характеристик культу-
ральной жидкости была одинаковой. Таким 
образом, внесение ингибитора метаногенеза 
приводило к снижению скорости восстанов-
ления азосвязи в этих пищевых азокрасите-
лях. В то же время ранее полученные данные 
для технического азокрасителя MR [7] сви-
детельствуют о том, что при полном подав-
лении метанообразования азокраситель под-
вергался полному обесцвечиванию со 
скоростью, сравнимой со скоростью процес-
са в микробном сообществе, обладающем 
метаногенной активностью. Одной из при-
чин этого может быть более сложная хими-
ческая структура пищевых азокрасителей 
Ponceau S и Tartrazine по сравнению с MR.

В процессе биоконверсии азокрасителей оба 
консорциума претерпевали определённые 
морфологические изменения. Так, в сооб-
ществе КСА, обесцвечивающем Ponceau S, 
снижалось общее количество микроорганиз-
мов и начинали преобладать цилиндричес-
кие клетки, собранные в цепочки (рис. 8). 
При инкубации консорциума с двумя други-
ми красителями наряду с уменьшением 
общего количества клеток наблюдали преоб-
ладание цилиндрических и кокковых форм.
При инкубации ила ЕР со всеми красителя-
ми начинали доминировать кокковые формы 
и уменьшалось общее число микроорганиз-
мов. При этом на 52 сут. в консорциуме с MR 
прекращалось обесцвечивание новых пор-
ций азокрасителя, что могло быть связано с 
токсичностью накапливающихся в культу-
ральной жидкости аминоароматических 
соединений.
Таким образом, в сообществах в течение пер-
вых нескольких суток контакта с азокрасите-
лями снижалось общее число клеток и про-
исходила смена доминирующих групп 
микроорганизмов, что свидетельствует о 
токсическом и селективном эффекте таких 
субстратов.

Деструкция ароматических аминов – про-
дуктов расщепления азокрасителей илами 
очистных сооружений. Ароматические ами-
ны-ксенобиотики, использованные нами в 
качестве субстратов, содержатся в сточных 
водах предприятий химической и фармацев-
тической промышленности [8]. Они являют-
ся продуктами восстановления азокрасите-
лей в анаэробных условиях, например, 
2-АБК образуется при восстановлении азок-
расителей Methyl Red [6] и Siriuslichtbraun 
[9]. В природе 2-АБК принимает участие во 
вторичном метаболизме растений, являясь 
предшественником синтеза алкалоидов.
Нами была изучена биодеградация илами 
КСА и ЕР одного из интермедиатов деструк-

Рис. 7. Динамика изменения спектральных характеристик куль-
туральной жидкости сообщества из ила ЕР (жирными стрелками 
обозначены максимумы поглощения азокрасителя, тонкими-
продуктов распада).

Рис. 8. Микроскопическая картина исходного неадаптированно-
го ила КСА (слева) и активного микробного сообщества КСА, 
обесцвечивающего Ponceau S (справа) (увеличение х1000).
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ции азокрасителя MR 2-АБК, а также ее изо-
меров (3- и 4-АБК) для выяснения влияния 
заместителей на процесс деструкции.
Оба ила были способны к биоконверсии 
2-АБК, если она использовалась в качестве 
исходного субстрата и единственного источ-
ника углерода и энергии в среде.
Расщепление 2-АБК илом КСА началось 
после лаг-периода (10 сут.) (рис. 9). В тече-
ние последующих нескольких суток регист-
рировали промежуточные ароматические 
продукты—бензоат (225 нм) и бензиловый 
спирт (280 нм). В середине цикла деструкции 
(т.е. периода времени между внесением суб-
страта и его полным потреблением) в качест-
ве интермедиатов фиксировали ацетат и 
следы этанола, а как конечные продукты – 
СО2 и СН4. Последующие циклы деструкции 
2-АБК илом КСА протекали без лаг-периода 
со средней скоростью 0,04-0,06 мМ/сут.
Лаг-период при первом потреблении илом 
КСА 4-АБК составил 14 сут., а впоследствии 
метаногенная деградация протекала со ско-
ростью 0,02-0,03 мМ/сут. Потребления 
3-АБК илом КСА обнаружено не было.
Образование биогаза (СН4 и СО2) свиде-
тельствует о том, что использованные в 
работе концентрации 2-АБК (2-4 мМ) не 
оказывали токсического действия на метано-
генные организмы, присутствующие в куль-
туре КСА. Полученные нами результаты 
согласуются с литературными данными, 
согласно которым изомеры аминобензойной 
кислоты до концентрации 3-7 г/л (20-50 
мМ) не ингибируют ацетокластический 
метаногенез [10].
В исходном иле КСА было 7 морфотипов 
клеток, число которых на препаратах состав-
ляло 2 и более процентов, из них 4 – палоч-
ковидных и 3 – кокковидных. Доминировали 
мелкие светлоокрашенные кокки (34-36 %) и 
прямые палочки (33-35 %). Через 160 сут. 

инкубации консорциума КСА, разлагающего 
2-АБК, микроскопический анализ выявил 
отсутствие крупных диплококков и тетрад 
кокков, что было связано с токсичностью 
2-АБК в использованных концентрациях для 
данных членов микробного сообщества.
Конверсия 2-АБК илом ЕР началась также 
после лаг-периода (14 сут.) и завершилась за 
38 дней; последующие циклы протекали уже 
без адаптационного периода. Культура рас-
щепляла 2-АБК со средней скоростью 0,06-
0,08 мМ/сут. Последовательность возникно-
вения интермедиатов и их качественный 
состав были идентичны таковым для ила 
КСА. 4-АБК данный ил начал разлагать 
после 18 сут. культивирования со средней 
скоростью 0,03-0,04 мМ/сут. Деструкции 
3-АБК илом ЕР не наблюдали.
Анализ морфологических особенностей 
консорциума ЕР, расщепляющего 2-АБК, 
показал снижение количества морфотипов 
клеток по сравнению с исходным неадапти-
рованным илом с 14 до 5. В консорциуме 
наблюдали кокки в цепочках и отдельно, 
короткие толстые палочки, мелкие прямые 
палочки, фрагментированные палочки с пря-
мыми концами средней длины и длинные 
тонкие изогнутые палочки либо нити. 
Появление последнего морфотипа всегда 
было связано с активным образованием био-
газа в конце цикла деструкции.
Таким образом, оба использованных в работе 
ила из очистных сооружений оказались спо-
собны к метаногенному разложению 2-АБК 
и 4-АБК. 3-АБК этими илами не использо-
валась.

Сравнение свойств микробных консорциумов 
из разных илов. Выделенные нами анаэроб-
ные консорциумы различались источником 
получения биологического материала. Так, 
консорциум ЕР изначально представлял 
собой неадаптированный ил очистных 
сооружений пивоваренного завода, стоки 
которого содержат смесь легкоусваиваемых 
органических веществ. Культура КСА была 
получена из неадаптированного активного 
ила очистных сооружений Курьяновской 
станции аэрации, способного функциониро-
вать как в аэробных, так и в анаэробных 
условиях. Вещества, входящие в состав 
бытовых сточных вод, довольно разнообраз-
ны по своей химической природе, вследствие 
чего в составе ила можно было ожидать при-
сутствия микроорганизмов самых разных 
функциональных групп.
Отсутствие лаг-периода в случае обесцвечи-
вания азокрасителей свидетельствует о 
неспецифичности этого процесса [1,6,11]. 
Разные по происхождению сообщества обла-

Рис. 9. Деструкция 2-АБК илом КСА.
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дали разной активностью по отношению к 
одному азокрасителю. Наиболее активными 
являлись микробные сообщества из ила 
КСА, они оказались способны к метаноген-
ной конверсии всех трёх азокрасителей (MR, 
Ponceau S, Tartrazine). Сообщества из ила ЕР 
обесцвечивали только MR и Ponceau S и не 
проявляли активности в отношении азокра-
сителя Tartrazine. Микробные консорциумы, 
выделенные из одного источника, разрушали 
разные азокрасители с разной скоростью.
У консорциумов разного происхождения 
несколько различались длительность лаг-
периода и средняя скорость деструкции при 
использовании АБК как исходных субстра-
тов. Протяженный лаг-период свидетельст-
вовал об адаптации сообщества к исполь-
зованию субстрата путем изменения его 
трофических связей, активизации фермент-
ных систем и оптимизации пространственно-
го расположения клеток [8]. Дальнейшее 
использование субстрата анаэробными сооб-
ществами обычно протекало без лаг-периода.
По отношению к 2-АБК обе культуры демонс-
трировали примерно одинаковую активность 
и стабильность процесса деструкции. 2-АБК 
оказалась самым биодеградабельным субстра-
том для сообществ из разных илов, тогда как 
4-АБК использовалась ими менее активно, а 
3-АБК не потреблялась совсем.

Как ароматические амины, так и азокрасите-
ли проявляли токсический и селективный 
эффект по отношению к микробным консор-
циумам, приводя к снижению количества 
морфотипов и общего числа клеток в них.

Заключение

Азокрасители и ароматические амины 
широко используются в различных 
отраслях промышленности и содержат-

ся в сточных водах соответствующих произ-
водств. Ксенобиотики ароматической приро-
ды, в силу термодинамической стабильности 
бензольного кольца, являются устойчивыми 
к химическому разложению, что приводит 
к их накоплению и загрязнению биосферы. 
Применение микроорганизмов, обладающих 
огромным разнообразием ферментных сис-
тем, позволит решить проблему деградации 
таких соединений.
Изученные нами микробные консорциумы, 
выделенные из илов различных очистных 
сооружений, оказались способны к обесцве-
чиванию азокрасителей и последующей 
деструкции ряда ароматических аминов с 
образованием биогаза. Показано, что для 
обоих сообществ наиболее биодеградабель-
ными субстратами оказались Methyl Red 
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и 2-АБК. В свою очередь, вещества-ксеноби-
отики показали влияние на микробные сооб-
щества. В присутствии азокрасителей и аро-
матических аминов морфологическая 
структура анаэробных микробных консорци-
умов подвергалась изменениям: в них сни-
жалось биоразнообразие и сменялись доми-
нирующие виды. Наиболее активными в 
отношении и азокрасителей и ароматичес-
ких аминов оказались микробные сообщест-
ва, выделенные из ила КСА.
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From methanogenic sludges of 
treatment facilities microbal 

consortiums with high decomposition 
rate of azo dyes and aromatic amines 
have been isolated. Decalorizing 
process and destruction schemes of 
three azo dyes have been presented. 
Sulfanilic acid and 1,4- 

phenylenediamine provided 
methanogenesis were shown to be 
resistant to destruction and to 
accumulate in the environment. The 
difference between morphological 
characters of original sludges and 
sludges adapted to aromatic 
substances of microbal community 

have been revealed. The process of 
aromatic amines biodegradation has 
been described.
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