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Введение

В настоящее время проблема удаления 
биогенных элементов из коммунально-
бытовых сточных вод остается весьма 

актуальной. При этом в компактных, 
модульных системах водоочистки предпоч-
тение отдается биофильтрационным систе-
мам благодаря возможности создания в них 
условий, благоприятных для протекания 
разнообразных биотрансформаций, в част-
ности, как аэробных, так и анаэробных про-
цессов. Последнее особенно актуально для 
биотрансформации соединений азота, пос-
кольку для удаления азота ключевым про-
цессом является нитрификация с окислени-
ем аммонийного азота в нитриты и нитраты 
в аэробных условиях с их последующим вос-
становлением в анаэробных или аноксичес-
ких условиях.
Микробиоценоз очистного сооружения 
является ключевым элементом, определяю-
щим эффективность биологической очистки. 
Поэтому анализ развития различных групп 
микроорганизмов в биоценозе очистного 
сооружения и выявление закономерностей 
процессов биологического превращения суб-
страта являются приоритетными направле-
ниями в области исследования процессов 
очистки сточных вод. 

Представлены результаты идентификации 

микроорганизмов, участвующих в процессах 

биотрансформации соединений азота в объеме 

биофильтрационной системы при биофильтрации 

коммунально-бытового стока. Качественно и количественно 

идентифицированы нитрифицирующие, денитрифицирующие 

и анаммокс-бактерии. Проанализирована корреляция 

микробного состава микробиоценоза с особенностями 

потребления субстрата.

* Адрес для корреспонденции: tvkirilina@gmail.com 

В соответствии с этим цель работы заключа-
лась в выявлении закономерностей распре-
деления микроорганизмов, участвующих в 
биотрансформации соединений азота, в про-
цессе биофильтрации в объеме биофильтра-
ционной системы и их корреляции с особен-
ностями потребления субстрата.  
Метод флуоресцентной in-situ гибридизации 
(FISH), основанный на связывании специ-
фических флуоресцентно окрашенных оли-
гонуклеотидных зондов с комплементар-
ными участками 16S или 23S рРНК 
биологических объектов, является полезным 
инструментом для идентификации микроор-
ганизмов в составе микробиоценоза очист-
ных сооружений [1]. 

Материалы и методы исследования 

Э
кспериментальные исследования прово-
дились на базе трех последовательно 
соединенных биофильтров (рис. 1). 

Биофильтры представляли собой выполнен-
ные из органического стекла цилиндри-
ческие резервуары высотой 250 мм и внут-
ренним диаметром 90 мм, оснащенные 
индивидуальными системами аэрации. 
Нижняя и верхняя части биофильтров оста-
вались свободными от загрузки керамзитом, 
что обусловливало простоту отбора проб 
образцов биомассы. 
Непрерывный процесс биофильтрации про-
должался на протяжении более 120 сут. 
Гидравлическое время пребывания сточной 
воды в системе поддерживалось в диапазоне 
от 6 до 7 ч [2]. 
Осуществлялась аэрация всех биофильтров. 
Концентрация растворенного кислорода 
составляла в среднем 1,0 мг/дм3, 3,0 мг/дм3 
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и 3,5 мг/дм3 на выходе из 1-го, 2-го и 3-го 
биофильтров, соответственно. 
Инокуляция и накопление биомассы на 
керамзите осуществлялись выдерживанием 
загрузочного материала в сточной воде 
городских очистных сооружений в среднем в 
течение 10 сут. В последующие сутки в био-
фильтр подавался модельный раствор сточ-
ной воды, основные компоненты которого 
соответствовали характеристике сточной 
воды (табл. 1) [3]. 
В процессе непрерывной биофильтрации 
периодически проводился отбор проб мик-

робных пленок из биофильтров для последу-
ющей идентификации микроорганизмов в их 
составе. Идентификация микроорганизмов в 
составе биопленок производилась методом 
флуоресцентной in-situ гибридизации [1]. 
Для идентификации нитрифицирующих, 
денитрифицирующих и анаммокс-бактерий 
использовались генные зонды, указанные в 
табл. 2 [4]. 
Для контроля всей совокупности микробных 
клеток в образцах биопленки использова-
лось окрашивание раствором 4’,6’–диамиди-
но-2-фенилиндолдигидрохлорида (DAPI).
Контролируемые показатели потребления 
субстрата и накопления продуктов метабо-
лизма оценивались по изменению концент-
рации аммонийного азота, азота нитритов и 
нитратов. В экспериментах использовались 
стандартные методы определения вышеука-
занных показателей.

Результаты и их обсуждение

В процессе экспериментальных исследо-
ваний в составе биопленок системы 
трех последовательных биофильтров 

было выявлено наличие аммонийокисляю-
щих β-протеобактерий, нитритоокисляющих 
бактерий р. Nitrospira, денитрифицирующих 
бактерий рр. Сurvibacter, Azoarcus, а также 
анаммокс-бактерий Brocadia anammoxidans и 
Kuenenia stuttgartiensis. При этом количество 
бактерий и форма их существования изменя-
лась и в объеме системы биофильтров и в 
процессе непрерывной биофильтрации, кор-
релируя с эффективностью потребления 
субстрата и накоплением продуктов метабо-
лизма.
На начальном этапе экспериментальных 
исследований, в период первоначального 
накопления биомассы в системе была отме-
чена высокая эффективность удаления 
аммонийного азота (рис. 2). При этом 58 % 
от удаляемого количества аммонийного 

Рис. 1. Экспериментальная биофильтрационная установка, Б1, 
Б2, Б3 – биофильтры.

Таблица 1
Характеристика сточной воды и ее модельного раствора

Показатель Сточная вода Модельный раствор
pH 6,7-7,5 6,7-7,5
ХПК 100-160 100-340
БПК5

* 65-80 65 до 225
N-NH4

+, мг/дм3 18,1-38,5 12,1-40,0
N-NO2

-, мг/дм3 не более 1,2 не обнаружено
N-NO3

-, мг/дм3 0,3–2,2 не более 2,2
PO4

3-, мг/дм3 5,7–10,2 8,4-13,4
*БПК5 = 0,7 БПКполн

Таблица 2 
Перечень и характеристика использованных генных зондов

Наименование зонда Последовательность нуклеотидов 3’–5’ Определяемые микроорганизмы

Nso 1225 CGC CAT TGT ATT ACG TGT GA
все аммонийокисляющие -протеобактерии

Nso 190 CGA TCC CCT GCT TTT CTC C
Ntspa 712 CGT CTT CGC CAC CGG CCT TCC р. Nitrospirae
NIT3 CCT GTG CTC CAT GCT CCG р. Nitrobacter
Curvi 997 CTC TGG TAA CTT CCG TAC р. Curvibacter
AZA 645 GCC GTA CTC TAG CCG TGC р. Azoarcus
Amx 368 CCT TTC GGG CAT TGC GAA все Anammox-бактерии
Amx 820 AAA ACC CCT CTA CTT AGT GCC C Brocadia anammoxidans, Kuenenia stuttgartiensis
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азота потреблялось гетеротрофным микро-
биоценозом 1-го биофильтра для клеточного 
роста, о чем свидетельствовало отсутствие 
продуктов нитрификации после прохожде-
ние этого биофильтра в данный период.
На заключительном этапе 120-ти суточной 
биофильтрации, по мере адаптации микроор-
ганизмов к условиям, в процессах удаления 
аммонийного азота в равной степени участ-
вует микробиоценоз 1-го и 2-го биофиль-
тров. При этом если на протяжении всего 
процесса непрерывной биофильтрации нит-
риты и нитраты были обнаружены в воде 
после 2-го и 3-го биофильтров, то накоп-
ление азота нитратов в количестве более чем 
5 мг/дм3 уже после прохождения 1-го био-
фильтра начиная с 118 сут свидетельствует о 
смещении зон развития нитрифицирующего 
микробиоценоза на ранние этапы биофиль-
трации (рис. 3). 
 
Качественный анализ образцов биопленок 
биофильтрационной системы
Нитрифицирующие бактерии
Аммонийокисляющие бактерии (АОБ) пред-
ставлены, главным образом, сферическими 
компактными микробными агрегатами бак-
терий р. Nitrosomonas (рис. 4 а), которые, 
согласно литературным данным, являются 
доминирующими нитрификаторами, окисля-
ющими аммонийный азот, в системах очист-
ки сточных вод [4].

В составе биопленок на протяжении всего 
эксперимента не было идентифицировано 
нитритоокисляющих бактерий (НОБ) р. 
Nitrobacter, что согласуется с информацией о 
незначительном вкладе бактерий этого рода 
в процессы очистки коммунально-бытовых 
стоков [4]. Бактерии р. Nitrospira были обна-
ружены в составе микробных агрегатов сфе-
рической и неправильной форм, часть из 
которых была пронизана узкими «каналами» 
(рис. 4 б).
Диаметр клеточных агрегатов АОБ, обна-
руженных в составе образцов биопленок, 
культивированных в непрерывном процессе 
биофильтрации сточных вод, изменялся в 
диапазоне от 4 мкм до 35 мкм; НОБ – от 4 
мкм до 18 мкм (табл. 3).
Обнаружено, что в процессе длительной 
биофильтрации в 1-м биофильтре количест-
во микробных агрегатов АОБ изменилось от 
одиночных агрегатов на начальном этапе 
биофильтрации (12 сут) до их скоплений на 
последующих этапах, что коррелирует с дан-
ными об удалении аммонийного азота, явля-
ющегося субстратом для АОБ, и накоплении 
продуктов их метаболизма – азота нитритов 
в этот период (рис. 2, 3). При этом наблюда-
лось увеличение размеров агрегатов в сред-
нем в 3 раза (табл. 3). 
Нитритокисляющие бактерии в составе био-
пленок этого биофильтра на протяжении 

Рис. 2. Кинетика концентрации азота на 12 сут непрерывной 
биофильтрации.

Рис. 3. Кинетика концентрации азота на 118 сут непрерывной 
биофильтрации.

Рис. 4. Клеточный агрегат: а – АОБ р. Nitrosomonas, зонд Nso 
1225 (Cy3, красный); б – НОБ р. Nitrospira, зонд Ntspa 712 (Cy3, 
красный).
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всего процесса биофильтрации были обнару-
жены в составе скоплений микробных агре-
гатов, размеры которых в процессе биофиль-
трации увеличились в 2 раза от размеров на 
начальном этапе (табл. 3).
На протяжении 120-ти суточного процесса 
непрерывной биофильтрации максимальное 
количество клеточных агрегатах АОБ и 
НОБ было идентифицировано в составе био-
ценоза образцов биопленок 2-го биофильтра, 
о чем свидетельствует и эффективность уда-
ления аммонийного азота и азота нитритов в 
этом биофильтре. На протяжении всего экс-
перимента АОБ были обнаружены в составе 
скоплений крупных (табл. 3) агрегатов, раз-
меры которых в процессе эксперимента уве-
личивались в среднем в 2 раза. Размеры мик-
робных агрегатов НОБ уменьшились 
относительно обнаруженных на начальном 
этапе в среднем в 2 раза, но их количество 
увеличилось в десятки раз. 
В 3-м биофильтре в течение 40 сут от начала 
биофильтрации наблюдалось увеличение 
размеров микробных агрегатов АОБ и НОБ 
в среднем в 1,5 раза. В последующие сутки 
были обнаружены лишь отдельные мелкие 
агрегаты (до 4 мкм) и бактериальные клетки. 
Данный факт обусловлен ингибированием 
нитрификаторов 3-го биофильтра продукта-
ми нитрификации, активно протекающим во 
2-м биофильтре (рис. 3) и обусловливающим 
снижение рН сточной воды, поступающей в 
3-й биофильтр, до 5,8 при увеличении 
нагрузки по аммонийному азоту с 20 мг/дм3 

до 30 мг/дм3 (рис. 2. 3). 
В составе образцов биопленок 3-го биофиль-
тра количество нитрификаторов уменьша-
лось в процессе эксперимента. Так, в начале 
исследований АОБ и НОБ были представле-
ны скоплениями крупных микробных агре-
гатов, а на завершающем этапе – отдельны-
ми бактериальными клетками и небольшими 
одиночными агрегатами.

Денитрифицирующие бактерии
Согласно экспериментальным результатам, 
на 12 сут непрерывной биофильтрации в 
системе трех биофильтров были идентифи-
цированы отдельные бактериальные клетки 
денитрификаторов р. Сurvibacter. Начиная с 
43 сут биофильтрации в объеме биомассы 
системы трех биофильтров были обнаруже-
ны денитрифицирующие бактерии рр. 
Сurvibacter, Azoarcus.
Бактерии р. Сurvibacter представлены как 
отдельными бактериальными клетками, так 
и клеточными агрегатами (рис. 5 а). Бакте-
рии р. Azoarcus обнаружены, главным обра-
зом, в форме отдельных бактериальных кле-
ток (рис. 5 б). 

Таблица 3 
Идентификация нитрифицирующих бактерий в процессе био-
фильтрации сточной воды

Бактерии
Место отбора 
образцов био-

пленки

Форма существования 
микробных клеток

О
тд

ел
ьн

ы
е 

кл
ет

ки

Микробные агрегаты

Диаметр, 
мкм

Скопления/
одиночные

12 сут непрерывного процесса биофильтрации сточной воды

p. Nitrosomonas

1 биофильтр - до 5 одиночные

2 биофильтр - до 16 скопления

3 биофильтр - до 12 скопления

р. Nitrospira

1 биофильтр - до 8 скопления

2 биофильтр - до 18 скопления

3 биофильтр - до 11 скопления

43 сут непрерывного процесса биофильтрации сточной воды

p. Nitrosomonas

1 биофильтр - до 4 скопления

2 биофильтр - до 18 скопления

3 биофильтр - до 20 одиночные

р. Nitrospira

1 биофильтр - до 14 скопления

2 биофильтр - до 10 одиночные

3 биофильтр + -

84 сут непрерывного процесса биофильтрации сточной воды

p. Nitrosomonas

1 биофильтр - до 10 скопления

2 биофильтр - до 30 скопления

3 биофильтр + до 4 -

р. Nitrospira

1 биофильтр - до 4 скопления

2 биофильтр - до 10 скопления

3 биофильтр - до 9 скопления

118 сут непрерывного процесса биофильтрации сточной воды

p. Nitrosomonas

1 биофильтр - до 15 скопления

2 биофильтр - до 35 скопления

3 биофильтр + до 4 одиночные

р. Nitrospira

1 биофильтр - до 17 скопления

2 биофильтр - до 12 скопления

3 биофильтр + до 4 -
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Анаммокс-бактерии
Отдельные бактериальные клетки Brocadia 
anammoxidans и Kuenenia stuttgartiensis были 
обнаружены в составе биоценоза биопленок 
всех трех биофильтров экспериментальной 
системы. Бактериальные клетки имеют 
характерную для анаммокс-бактерий «буб-
ликообразную» форму (рис. 6). На завер-
шающем этапе экспериментальных иссле-
дований, в частности, начиная с 84 сут 
био фильтрации в биоценозе образцов биоп-
ленок 3-го биофильтра не было идентифици-
ровано анаммокс-бактерий.

Количественный анализ образцов биопленок 
биофильтрационной системы
Результаты подсчета всей совокупности бак-
териальных клеток в составе биоценоза 
образцов биопленок, иммобилизованных на 
поверхности керамзита, биофильтрационной 
системы на 70 сут непрерывного экспери-
мента представлены на рис. 7.
Результаты определения количественного 
состава азоттрансформирующих микроорга-
низмов по результатам FISH-анализа, пред-
ставлены на рис. 8.

Результаты количественной идентификации 
свидетельствуют о том, что численность нит-
рифицирующих бактерий (рис. 8) на поря-
док ниже, чем гетеротрофных бактерий (рис. 
7), а количество НОБ в системе превосходит 
количество АОБ в среднем в 4,5 раза (рис. 8). 
Полученные данные наглядно подтверждают 
известный факт лимитирования процесса 
нитрификации 1-й стадией с окислением 
аммонийного азота в азот нитритов за счет 
меньшей чувствительности нитритоокисля-
ющих бактерий к токсикантам и более высо-
кой скорости роста [5]. При этом наиболь-
шее количество АОБ и НОБ обнаружено во 

Рис. 5. Денитрифицирующие бактерии в 
составе образцов биопленок 2-го биофильтра 
на 43 сут непрерывной биофильтрации: а – р. 
Curvibacter, зонд Curvi 997 (Cy3, красный); б 
– р. Azoarcus , зонд AZA 645 (Cy3, красный).

Рис. 6. Анаммокс-бактерии в составе образцов биопленок 2-го 
биофильтра на 84 сут непрерывной биофильтрации, зонд Amx 
820 (Cy3, красный).

Рис. 7. Количество микробных клеток в составе образцов биоп-
ленок системы трех биофильтров.

Рис. 8. Количество клеток нитрифицирующих, денитрифициру-
ющих и анаммокс-бактерий в составе образцов биопленок систе-
мы трех биофильтров. 
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2-м биофильтре, что согласуется с результа-
тами удаления аммонийного азота и накоп-
ления азота нитратов в этот период. 
Количество денитрифицирующих бактерий 
было практически одинаково в 1-м и 2-м 
биофильтрах, что связано с наличием анок-
сических микрозон в объеме биопленок этих 
реакторов, доступности органических 
веществ и нитратов. В целом, количество 
денитрификаторов рр. Сurvibacter, Azoarcus в 
системе уступает количеству нитрификато-
ров рр. Nitrosomonas, Nitrospira в 2 раза.
Наибольшее количество анаммокс-бактерий 
обнаружено в составе образцов биопленок 
1-го биофильтра, что связано с присутстви-
ем, главным образом, в этом реакторе, в объ-
еме развитой гетеротрофной биопленки ана-
эробных микрозон, необходимых для 
существования этих бактерий. При этом в 
системе в целом анаммокс-бактерий в 4,2 
раза меньше, чем денитрификаторов.
Незначительное количество бактериальных 
клеток характеризует 3-й биофильтр. При 
этом количество в нём АОБ, НОБ, денитри-
фицирующих и анаммокс-бактерий оценочно 
составляло 6 %, 15 %, 5 % и 1 %, соответст-
венно, от общего количества клеток (рис. 7).

Заключение

Т
аким образом, проанализировано про-
странственное распределение авто- и 
гетеротрофных азоттрансформирующих 

микроорганизмов в объеме биофильтрацион-
ной системы в процессе биофильтрации. В 
условиях аэрируемой биофильтрации наря-
ду с нитрифицирующими бактериями качес-
твенно и количественно идентифицированы 
анаэробные микроорганизмы – денитрифи-
цирующие и анаммокс-бактерии, участвую-

щие в процессах комплексной биотрансфор-
мации соединений азота. 
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службы академических обменов (DAAD) 
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Data on microorganism 
identification in the process of 

nitrogen biotransformation in bulk of 
biofiltration in household stream flow 
have been presented in the article. 
Nitrifying, denitrifying, and anammoks- 

bacteria have been qualitatively and 
quantitatively identified. The 
correlation between the microbial 
composition of the microbiota with the 
consumption patterns of the substrate 
has been analyzed.

Key words:  biofiltration, nitrogen 
compounds, nitrogen transforming 
microorganisms, fluorescence in-situ, 
hybridization

NITROGEN TRANSFORMING MICROORGANISMS 
IN WATER BIOFILTRATION

T.V. Kirilina, A.S. Sirotkin, M. Deneke


