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Введение

Образование гранулированного актив-
ного ила (АИ) в некоторых режимах 
биологической очистки сточных вод, 

в частности, в отъемно-доливном режиме 
в соответствующем реакторе (Sequencing 
Batch Reactor, SBR) [1, 2], представляет 
интерес для дальнейшего совершенство-
вания систем биологической очистки, для 
уменьшения вспухаемости и пенообразова-
ния ила, улучшения его седиментационных 
свойств во вторичном отстойнике, повыше-

ния концентрации ила в очистном сооруже-
нии, снижения адгезионной способности к 
мембранам при очистке в мембранных био-
реакторах [3–5]. Ранее нами было изучено 
гранулообразование ила в условиях аэра-
ции среды и использования отъемно-долив-
ного режима очистки, аналогичного в SB-
реакторах, и было показано, что внесение 
пероксида водорода в среду с гранулообра-
зующим илом, предварительно пассирован-
ным к H2O2, приводило к существенному 
повышению скорости гранулообразования 
и устойчивости новообразованных гранул 
[6]. Такой прием с внесением пероксида 
водорода был применен в связи с тем, что, 
как нами было установлено, внесение H2O2 
в ферментационную среду или в сточную 
воду в определенных условиях может улуч-
шить показатели ферментации и процес-
са биологической очистки [7, 8]. Учитывая, 
что в распаде гранул аэробного ила важ-
ную роль может играть дефицит кислорода 
во внутренних зонах гранул, можно также 
предположить, что внесенный H2O2, более 
эффективно проникая внутрь гранул и рас-
падаясь там с выделением кислорода, тем 
самым способствует стабилизации гранул 
аэробного ила.

Пероксид водорода относят к источникам 
активных форм кислорода, сублетальные 
концентрации которых, действуя на живые 
клетки и организмы, вызывают состояние 
оксидативного стресса [9].

Обитая в сооружениях биологической 
очистки, микроорганизмы АИ постоянно 
подвергаются тем или иным видам стрессо-
вых воздействий. В  то же время факторам 
регуляции состояния сообществ, в основе 
которых лежат стрессовые воздействия, за-
частую не уделяют должного внимания в 
работах, посвященных исследованию сооб-
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Стабильность характеристик активного ила при изменении 
параметров стока и воздействии факторов окружения во 
многом влияет на поддержание и повышение эффектив-
ности существующих аэробных установок биологической 

очистки сточных вод. Устойчивые сообщества, наблюдае-
мые в биопленках и анаэробных гранулах активного ила, 

представляют собой примеры систем с относительно ста-
бильными морфологией и биоценотической структурой. 
Гранулированный аэробный ил, полученный нами в ус-

ловиях оксидативного стресса, — другой пример устойчи-
вого биоценоза, который может использоваться для по-
вышения эффективности систем биологической очистки. 
Показано, что такой ил обладает высокой очищающей 

способностью, повышенной стабильностью его характери-
стик в условиях воздействия неблагоприятных факторов 

окружения. Рассмотрены условия формирования и вклад 
стрессорных воздействий в процессы образования устойчи-

вых гранул.
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вет микробных клеток на стрессовые воздей-
ствия во многих случаях перекрестный, т.е. 
микроорганизмы, приобретая устойчивость к 
одним стресс-факторам, становятся устойчи-
выми к другим [9], можно предполагать, что 
обнаруженное нами положительное воздей-
ствие пероксида водорода на гранулообра-
зование может быть обусловлено и повыше-
нием устойчивости гранул к механическому 
стрессу.

Таким образом, контроль неблагоприят-
ных факторов, избирательное усиление или 
подавление действия их на сообщества ми-
кроорганизмов может служить средством 
управления сообществом и совокупными 
свойствами АИ, что может привести к улуч-
шению показателей очистки.

Данные о положительном воздействии 
пероксида водорода на гранулообразование, 
полученные нами ранее [6], послужили осно-
вой для проведения более детальных иссле-
дований биологической очистки с аэробным 
гранулированным илом в условиях оксида-
тивного стресса, что и являлось целью на-
стоящей работы.

Материалы и методы исследования

Исходный активный ил
Использовались:
1) АИ №1, отобранный из очист-

ных сооружений Вороновского завода по 
получению солода (ВЗПС, пос. Вороново, 
Московская обл.); активность ила постоян-
но поддерживалась путем пересевов на сто-
ки ВЗПС или модельный сток и аэрирова-
ния ила со стоком в колбах на качалке;

2) ил №2, полученный смешением образ-
цов ила, отобранных из городской канали-
зационной системы, эвтрофицированного и 
неэвтрофицированного прудов, речного ила, 
АИ аэротенка городских очистных сооруже-
ний; активность ила постоянно поддержива-
лась путем пересевов на модельный сток и аэ-
рирования ила со стоком в колбах на качалке.

Модельные стоки
Использовались:
1) модельный сток пивоварения (сток 

№1), приготовленный разбавлением пива 
«Балтика 0», ХПК 1000 мг/л.

2) модельный хозяйственно-бытовой сток 
(сток №2), полученный смешением отвара 
водных вытяжек из отмеренных количеств 
продуктов питания с ХПК 400 ± 50 мг О2/л, 
PO4

3— 5 ± 1 мг/л, Nобщ. 25 ± 3 мг/л.

ществ микроорганизмов, в частности, при-
менительно к очистке сточных вод.

Среди разнообразия стрессовых ситуа-
ций, в которых может оказаться сообщество 
микроорганизмов, выделяют голодание, из-
менение газового состава среды, условий 
освещения и температуры, механическое 
повреждение, осмотический и рН-шок, УФ-
излучение, ионизирующую радиацию, дей-
ствие различных окислителей (окислитель-
ный или оксидативный стресс), токсичных 
веществ. Окислительный стресс рассматри-
вается как одно из наиболее распространен-
ных физиологических состояний клетки при 
повреждении клеточных структур, в частно-
сти, активными формами кислорода, кото-
рые могут играть важную роль в качестве 
вторичных мессенджеров в функциониро-
вании клеток отдельных микроорганизмов, 
микробных сообществ, процессах трансфор-
мации загрязнений различного происхожде-
ния [9].

Кроме отрицательного действия различ-
ных факторов стресса возможным являет-
ся и положительное действие таких факто-
ров при определенных условиях [7, 10–12]. 
В  частности, положительное действие окси-
дативного стресса, индуцированного внесе-
нием H2O2, наблюдалось при добавлении в 
среду субкритических концентраций перок-
сида водорода [7, 8, 11].

В типичных условиях стрессовые воздей-
ствия выводят сообщество микроорганизмов 
АИ из динамического равновесия, меняют 
микробиологический состав и физиологиче-
ское состояние микроорганизмов, что приво-
дит к снижению качества очищенной воды. 
Так, применительно к гранулообразованию 
АИ была показана важность механического 
стресса. В ряде работ, где определялось вли-
яние гидродинамического фактора на обра-
зование гранул АИ, значение этого фактора, 
как стресс-фактора, доходило до 50 % [10, 13, 
14]. Весьма вероятно, что большое влияние 
на образование гранул оказывает направле-
ние потока жидкости в реакторе и его ско-
рость [15, 16]. С учетом данного фактора для 
получения аэробных гранул АИ в работе [17] 
было предложено изменить гидродинами-
ческий режим с дополнением конструкции 
очистного биореактора выносным насосом 
для организации вертикального перемеши-
вания. Однако такое вертикальное переме-
шивание, впрочем, как и любой другой фак-
тор, увеличивающий критерий Рейнольдса, 
также ведет к увеличению механического 
стресса. Учитывая, что физиологический от-
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Появление такой чувствительности, по-
видимому, может быть объяснено фоторе-
парацией с активированием ферментов фо-
толиаз, участвующих в ответе клеток на 
действие мягкого ультрафиолета [19, 20]. 
Как было показано нами ранее, освеще-
ние среды культивирования наряду с пас-
сированием популяции микроорганизмов 
при действии стрессора (пероксида водоро-
да) является одним из ключевых факторов 
улучшения показателей ферментации и про-
цесса биологической очистки в этих услови-
ях [7, 8]. Поэтому исследования проводились 
с учетом фактора освещения содержимого 
колб фоновым светом лабораторного поме-
щения. При проведении исследований поме-
щение лаборатории большую часть суток ос-
вещалось, источниками освещения служило 
естественное боковое оконное освещение, а 
также искусственный свет люминесцентных 
ламп. Освещенность на поверхности стола, 
на котором стояли шейкеры с колбами, со-
ставляла в среднем 500 лк, что соответствует 
удельной величине энергии падающего све-
та не более 100 мВт/л. Колбы, которые не-
обходимо было защитить от света, тщатель-
но заворачивали в фольгу, остальные колбы 
оставляли на шейкере при дневном либо ис-
кусственном освещении. Каждый вариант 
опыта проводился в 3-5 повторностях с осве-
щением и без освещения содержимого колб. 
По  результатам измерений сравнивали ско-
рость снижения уровня остаточного ХПК 
при внесении H2O2 в сточную воду с грану-
лированным илом на фоне воздействия и без 
воздействия света.

Оборудование
Для аэрации использовались шейке-

ры Ш8 с термостатом Т8 (НПФ «Флоби», 
г. Москва), Heidolph Unimax 2010. В  шей-
кере Ш8 перемешивание среды осущест-
вляется за счет сложного орбитального 
движения платформы с колбами в горизон-
тальной и вертикальной плоскости. В  шей-
кере Heidolph Unimax 2010 перемешивание 
среды осуществляется за счет орбитального 
движения платформы только в горизонталь-
ной плоскости.

Значения pH измерялись рН-метром 
SevenCompact pH/Ion S220, Mettler Toledo. 
Морфология АИ изучалась с помощью оп-
тического микроскопа Микромед-2 (вари-
ант 2-20), 100х10 иммерсионный объектив. 
Уровень освещенности среды (колб) из-
мерялся люксометром/УФ-радиометром 
ТКА–01/3.

Методика пересева образцов активного 
ила

Формирование гранул аэробного ила и 
культивирование АИ изучалось в периоди-
ческих условиях с циклическим режимом 
очистки, как это было описано нами ранее [6].

Аэробный ил культивировали при аэра-
ции на шейкере при 180–200 об/мин в кони-
ческих колбах объемом 250 мл при рабочем 
объеме иловой взвеси 100 мл при темпера-
туре 20–25  оС, рН 6,8–8,5. Объем исходно-
го посевного материала, представляющего 
отстоявшийся осадок хлопьев ила, состав-
лял 30 мл. Для поддержания активности ила 
пересевы проводились, как правило, 1 раз в 
4–7 сут. В ходе пересева содержащую ил сре-
ду переносили в мерный цилиндр, отстаива-
ли в течение 5–10 мин., затем сливали 60–70 
мл надосадочной жидкости. Осевший ил за-
ливали новой порцией сточной воды до объ-
ема 100 мл, переносили обратно в кониче-
скую колбу и ставили на шейкер.

В ходе периодического процесса культи-
вирования определяли рН, оптическую плот-
ность, концентрацию ХПК бихроматным 
методом [18], фосфатов по стандартной ме-
тодике [21], оценивали морфологию хлопьев 
и новообразующихся микробных гранул по 
микроскопической картине АИ.

Для изучения влияния H2O2 на очистку 
и гранулообразование путем последователь-
ных пересевов (пассирования) вели кон-
трольные линии АИ — без добавления H2O2, 
и с добавлением H2O2. В  последнем случае 
через определенное количество пересевов 
получали АИ, более устойчивый к внесению 
пероксида по сравнению с контрольным, не-
пассированным илом. Пероксид водорода 
вносили в среду по ходу процесса в виде 10 % 
H2O2 (в момент пересева ила или через 1–4 
ч после пересева). Каждая линия поддержи-
валась в двух повторностях. Температура, аэ-
рация, объем среды и колб, условия освеще-
ния во всех линиях были одинаковы. Другие 
компоненты вносили в зависимости от целей 
эксперимента. Проба с илом для измерений 
отбиралась до внесения H2O2.

Учет фактора освещения среды видимым 
светом

Популяции микроорганизмов, в норме 
нечувствительные к видимому свету, в ус-
ловиях оксидативного стресса приобрета-
ют чувствительность даже к фоновому ла-
бораторному освещению видимым светом, 
что, в частности, наблюдалось в наших экс-
периментах с  дрожжевыми культурами [7]. 
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только в момент пересева в количестве 25 
мг/л.

Линия 3: аэробный ил, пассированный к 
H2O2; H2O2 вносился только в момент пере-
сева в количестве 50 мг/л.

Все 3 линии велись в условиях освещения 
фоновым светом лаборатории на одном и 
том же модельном стоке, получаемом путем 
разбавления безалкогольного пива «Балтика 
0» от 100 до 50 раз по мере пассирования и с 
учетом плана экспериментов.

В ходе проведения экспериментов для 
всех трех линий АИ, которые использо-
вались для изучения эффекта внесения 
H2O2, наблюдалось образование гранул АИ. 
Гранулы образовывались и постепенно уве-
личивались в размере по мере очистки стока.

Результаты экспериментов с освещени-
ем содержимого колб фоновым светом пред-
ставлены на рис. 1.

Как видно из этих данных, в вариантах с 
линиями 2 и 3 при ХПКисх. = 2650 мг/л на 
9–10 сут с момента внесения ила остаточное 
ХПК стремится к нулю. Такой результат на-
блюдался во всех повторностях. Наиболее 
резкое снижение ХПК относительно кон-
трольного варианта (без внесения H2O2) на-
блюдалось на вторые сутки. Аналогично, при 
ХПКисх. = 560 мг/л снижение ХПК в вариан-
тах с линиями 2 и 3 превышало снижение в 
контрольной линии без внесения H2O2, при 
этом в вариантах с внесением пероксида во-
дорода ХПК падало до непромеряемых вели-
чин на 5 сут во всех повторно проведенных 
опытах. В контроле без внесения H2O2 ХПК 
не достигало уровня ниже 30 мг/л.

Интересно было выяснить, как влияет ре-
жим внесения пероксида на биологическую 
очистку. Многократное внесение определен-
ного количества H2O2 в очищаемую среду по 
ходу очистки может быть более предпочти-
тельно, чем разовое внесение такого же коли-
чества пероксида, поскольку во втором слу-
чае разовая более высокая доза H2O2 может 
оказывать более сильное стрессовое воздей-
ствие на микроорганизмы АИ и, кроме того, 
пероксид водорода после внесения разлагает-
ся с повышенной скоростью, обусловленной 
активностью каталазы микроорганизмов ила. 
В опытах, результаты которых представлены 
на рис. 2, пероксид добавлялся равными ча-
стями каждый день, но в суммарной дозе, эк-
вивалентной однократному внесению.

Видно, что в вариантах с внесением 
H2O2 падение ХПК существеннее, особенно 
в первые сутки. За 5–6 сут ХПК снизилось 
до величин, близких к нулю (линии 2 и 3). 

Результаты и их обсуждение

Биологическая очистка модельного стока 
пивоварения

Первоначально исследования вели с 
модельным стоком на основе пива «Балтика 
0» (сток №1) с АИ №1, исходно взятым из 
очистных сооружений ВЗПС.

Путем последовательных пересевов под-
держивались 3 линии аэробного ила.

Линия 1: контрольный, непассированный 
к H2O2 аэробный ил вносился в колбу с мо-
дельным стоком без внесения пероксида во-
дорода.

Линия 2: аэробный ил, пассированный 
(адаптированный) к H2O2; H2O2 вносился 

Рис. 1. �Изменение величины ХПК в зависимости от 
продолжительности биоокисления (сут) и линии аэробного ила 
при разовом внесении H2O2 и освещении содержимого колб. 
А — ХПКисх. = 2650 мг O2/л. Б — ХПКисх. = 560 мг O2/л.
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до 50 мг/л (рис. 1, вариант Б), а при дробном 
внесении за то же время с 1040 до 60 мг/л 
(рис. 2); в линии 3 ХПК за 4 сут падает при 
разовом внесении H2O2 с 560 мг/л до 30 мг/л 
(рис. 1), а при дробном — с 1040 до 15 (рис. 
2). Таким образом, экспериментально по-
казано, что при дробном внесении гранулы 
аэробного ила испытывают меньшее стрес-
совое воздействие, быстрее адаптируются к 
внесению H2O2 и лучше потребляют органи-
ческий субстрат.

Вышеописанные опыты проводились, как 
уже отмечалось, в условиях освещения лабо-
ратории. Поэтому следующим этапом иссле-
дований было выяснение значимости факто-
ра освещения очищаемой среды с аэробным 
илом при внесении H2O2.

Путем последовательных пересевов под-
держивались 4 линии ила.

Линия 1: аэробный ил пассированный, 
H2O2 вносился только в момент пересева в 
количестве 25 мг/л. Колба затемнена.

Линия 2: аэробный ил пассированный, 
H2O2 вносился только в момент пересева в 
количестве 25 мг/л. Колба освещалась види-
мым светом.

Линия 3: аэробный ил пассированный, 
H2O2 вносился равными частями каждый 
день в дозе 5 мг/л. Колба освещалась види-
мым светом.

Линия 4: аэробный ил пассированный, 
H2O2 вносился равными частями каждый 
день в дозе 5 мг/л. Колба затемнена.

Из рис. 3 и 4 видно, что в освещаемых кол-
бах, (линии 2 и 4) как при разовом, так и при 
дробном внесении пероксида водорода сни-
жение ХПК было гораздо более интенсив-
ное. В линии 4 в пяти повторно проведенных 
опытах на 7 сут ХПК уменьшалось до непро-
меряемых величин.

Таким образом, результаты эксперимен-
тов показали, что H2O2 лучше вносить дроб-
но и обязательно при освещении очищаемой 
среды. В  этом случае очистка сточных вод 
гранулообразующим аэробным илом наибо-
лее эффективна и существенно превышает 
показатели очистки без внесения пероксида 
водорода.

Параллельно в ходе проведения представ-
ленной серии экспериментов фиксировались 
развитие и изменение числа гранул аэробно-
го ила при освещении и без освещения среды 
в вариантах с внесением H2O2 в количестве 
25 мг/л. Результаты этих измерений приве-
дены на рис. 5. Видно, что пероксид водорода 
в использованных концентрациях не угнета-
ет развитие аэробного ила. Напротив, наблю-

Повышение дозы вносимого H2O2 обуслов-
ливает более значительное снижение ХПК. 
При этом разница в снижении ХПК не об-
условлена непосредственным химическим 
окислением загрязнений пероксидом водо-
рода, поскольку его вносимые количества 
(25 мг/л и 50 мг/л) существенно ниже ве-
личины разницы в ХПК. Проведенный опыт 
показал, что внесение пероксида по частям 
эффективнее, чем однократное внесение в 
момент пересева. Так, в линии 2 при разовом 
внесении H2O2 ХПК за 4 сут снижается с 560 

Рис. 2. �Изменение величины ХПК в зависимости от 
продолжительности биоокисления (сут) и линии аэробного ила 
при дробном внесении H2O2 и освещении содержимого колб. 
ХПКисх. = 1040 мг O2/л.

Рис. 3. �Изменение величины ХПК в зависимости от 
продолжительности биоокисления и линии аэробного ила 
при разовом внесении H2O2 при освещении и без освещения 
содержимого колб. ХПКисх. = 1130 мг O2/л. 	
Линия 1 – без освещения среды. Линия 2 – при освещении 
среды.
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дается заметное превышение скорости нако-
пления и размера гранул ила при освещении. 
Таким образом, фактор освещения существе-
нен при воздействии H2O2 на гранулообразо-
вание. В условиях освещения гранулы отли-
чались хорошо развитой поверхностью. При 
затемнении их накопление замедлялось и ха-
рактеристики поверхности изменялись.

Также важен фактор пассирования ила к 
H2O2. Ил, пассированный к пероксиду водо-
рода, формирует большее количество гранул 
(рис. 6), чем непассированный.

Биологическая очистка модельного хозяй-
ственно-бытового стока

С модельным хозяйственно-бытовым сто-
ком были проведены эксперименты, анало-
гичные описанным в предыдущем разделе.

На первом этапе исследования подбира-
ли физиологически значимые дозы перокси-
да водорода, вносимого в очищаемую среду с 
АИ и не вызывающие необратимых измене-
ний в его состоянии.

Чувствительность микроорганизмов к 
стрессовому воздействию зависит от их фи-
зиологического состояния, поэтому изна-
чально анализировалась чувствительность 
АИ к пероксиду водорода в разные фазы 
развития ила и при различном иcходном 
ХПК. Начальное содержание ила в среде в 
этих опытах составляло 2–4 г/л. Пероксид 
водорода вносился в среду с илом сразу по-
сле пересева, в середине цикла, когда ХПК 
составляло 40–50 % от начальной концен-
трации и в предстационарной фазе, ког-
да ХПК составляло 10–15 % от исходного. 
Продолжительность одного цикла культиви-
рования составляла 96 ч.

Путем последовательных пересевов пер-
воначально поддерживались линии ила с до-
бавлением H2O2 (линии C1–C6, Т1–Т6) и без 
добавления H2O2 (линии C7, Т7) на фоне ос-
вещения содержимого колб с илом (линии 
C1–C7) и с затемнением колб (линии Т1–Т7) 
(табл. 1).

Ведение линий АИ показало, что в усло-
виях экспериментов, описанных выше, доза 
H2O2 около 0,6 г/л для ила является крити-
ческой, при которой наблюдается его угне-
тение на всех фазах его развития (рис. 7, 8). 
В то же время для вариантов ведения ила на 
свету при дозе H2O2 0,3 г/л, внесенной в се-
редине фазы роста (вариант C3), отличия от 
контрольного варианта (без внесения H2O2) 
являлись незначительными. При такой дозе 
биоценоз АИ в той или иной степени приоб-
ретал устойчивость к стрессору (табл. 2), о 
чем свидетельствовала стабилизация приро-

Рис. 4. �Изменение величины ХПК в зависимости от продолжительности 
биоокисления и линии аэробного ила при дробном внесении H2O2 
равными долями каждые сутки при освещении и без освещения 
содержимого колб. ХПКисх. = 1170 мг O2/л.	
Линия 4 — при освещении среды. Линия 3 — без освещения 
среды.

Рис. 5. �Изменение размера и числа гранул аэробного ила по ходу 
пересевов в условиях освещения и при затемнении колб 
и внесении пероксида водорода.	
А — при освещении, Б — в условиях затемнения.
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ста ила после некоторого снижения его кон-
центрации (рис. 7, 8).

В условиях полной темноты (линии Т1 — 
Т6) во всех вариантах АИ с внесением пе-
роксида водорода показывал нестабильные 
характеристики в пассажах и зачастую ли-
зировал, однако достаточно было рассеянно-
го дневного освещения (около 40 мВт/л) в 
некоторых линиях (С3–С5), чтобы характе-
ристики АИ стабилизировались (рис. 7, 8). 
Таким образом, как и в опытах с модельным 
стоком пивоварения значимым фактором 
при пересевах с внесением H2O2 являлось 
освещение среды.

Дробное внесение пероксида водорода 
в пассажах в подобранных концентрациях 
улучшало адаптационные характеристики 
биоценоза (линия С3) по сравнению с разо-
вым внесением пероксида (С4, С5).

В этой серии экспериментов с модельным 
хозяйственно-бытовым стоком на протяже-
нии 10 пассажей не удалось сформировать 
устойчивые гранулы аэробного АИ: свойства 
ила изменялись незначительно, изредка фор-
мировались микробные агломераты  — фло-

А
Гранулы ила, образованные при 

очистке в колбе с внесением 
H2O2

Б
Гранулы ила, образованные при 

очистке в колбе без внесения 
H2O2

Рис. 6. �Формирование гранул ила, пассированного 
к H2O2 (А) и ила, не подвергавшегося 
воздействию H2O2 (Б) в условиях отъемно-
доливного режима очистки и освещения 
содержимого колб.

Таблица 1 
Линии АИ, использованные в экспериментах с модельным 
хозяйственно-бытовым стоком

Обозначение Описание Обозначение Описание

С1
Внесение Н2О2 в количестве 0,6 

г/л при пересеве Т1
Внесение Н2О2 в количестве 0,6 г/л 

при пересеве 

С2
Внесение Н2О2 в количестве 0,6 

г/л на 72 час после пересева Т2
Внесение Н2О2 в количестве 0,6 г/л на 

72 час после пересева 

С3

Внесение Н2О2 в количестве 0,3 
г/л на 48 час и в количестве 0,6 

г/л на 72 час после пересева
Т3

Внесение Н2О2 в количестве 0,3 г/л на 
48 час и в количестве 0,6 г/л на 72 час 

после пересева

С4
Внесение Н2О2 в количестве 0,6 

г/л на 96 час после пересева Т4
Внесение Н2О2 в количестве 0,6 г/л на 

96 час после пересева

С5
Внесение Н2О2 в количестве 1,2 

г/л при пересеве Т5 Внесение Н2О2 при пересеве 1,2 г/л

С6
Внесение Н2О2 в количестве 1,2 

г/л на 96 час после пересева Т6
Внесение Н2О2 в количестве 1,2 г/л на 

96 час после пересева 
С7 Контроль без внесения Н2О2 Т7 Контроль без внесения Н2О2

Таблица 2 
Чувствительность АИ к Н2О2

ХПКисх., 
мг/л

0,3 г/л H2O2 0,6 г/л H2O2 1,0 г/л H2O2

Состояние АИ после внесе-
ния H2O2

Состояние АИ после внесе-
ния H2O2

Состояние АИ после внесения 
H2O2

Начало
цикла

Середина
цикла

Конец
цикла

Начало
цикла

Середина
цикла

Конец
цикла

Начало
цикла

Середина
цикла

Конец
цикла

400 +/– – – + +/– +/– + + +/–
1200 +/– – – +/– +/– +/– + +/– +/–

+ гибель подавляющей части популяции АИ, летальные дозы H2O2;
— нет отличий от контроля (без H2O2);
+/— промежуточные варианты, сублетальные дозы H2O2.
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кулы, которые при пересевах разрушались, и 
ил представлял в общей своей массе хлопья.

В дальнейшем при ведении линий ила 
использовали циклический режим очистки 
с доливом стока с высоким ХПКисх. (до 2000 
мг/л) с последующим голоданием биоцено-
за на протяжении нескольких суток, что спо-
собствовало формированию гранул ила, как 
уже наблюдалось нами ранее [6]. При этих 
условиях часто формировались бурые, се-
рые, черные, белые гранулы размером до 1 
см (рис. 9). Гранулы ила формировались и 
в затемненных, и в незатемненных колбах, 
причем в последнем случае в некоторых из 
колб образовывались гранулы, содержащие 
в своем составе микроводоросли. В  вариан-
тах с большим содержанием микроводорос-
лей образовывались гранулы зеленого цвета 
размером до 3 мм. При последующем цикли-
ческом режиме очистки модельного стока с 
ХПКисх. 350–450 мг/л примерно в 25 % слу-
чаев гранулы не распадались в течение 5 ме-
сяцев, но становились более рыхлыми и по-
степенно теряли свои преимущества перед 
хлопьями АИ по качеству очистки и устой-
чивости к внешним неблагоприятным фак-
торам. Результаты измерения ХПК показали, 
что гранулы с микроводорослями в среднем 
хуже очищали среду по сравнению с грану-
лами, не содержащими микроводорослей.

Стабильность гранул, полученных чере-
дованием большой нагрузки по ХПК и го-
лоданием из линий С3–С5 с последующим 
внесением H2O2 в стандартном циклическом 
режиме очистки (96 ч), была выше, чем у 
гранул, полученных без внесения стрессора. 
При внесении подобранных оптимальных 
доз пероксида водорода в очищаемую среду 
гранулы становились механически прочны-
ми и более устойчивыми к внесению повы-
шенных доз H2O2 (рис. 10).

Микроскопирование гранул и высевы на 
твердые питательные среды показали (рис. 
11), что в линиях без пассирования к перок-
сиду водорода и в хлопьях АИ преобладают 
бактериальные культуры, в то время как в 
гранулах, полученных в условиях пассиро-
вания на фоне внесения пероксида водоро-
да, начинают преобладать актиномицеты и 
грибные культуры, что согласуется с теори-
ями гранулообразования [22].

В сравнении с флокулами АИ гранулы, 
адаптированные к пероксиду водорода, вы-
держивают в 4–5 раз большую концентра-
цию H2O2, а по сравнению с гранулами, по-
лученными отъемно-доливным режимом при 
пиковой нагрузке и последующем голоде, 

Рис. 7. �Изменение концентрации АИ линий С1 — 
С7 при пересевах в условиях освещения 
среды.

Рис. 8. �Изменение концентрации АИ линий Т1 — 
Т7 при пересевах в условиях затемнения 
среды.

Рис. 9. �Морфология некоторых из гранул АИ, полученных в отъемно-
доливном режиме очистки после пиковой нагрузки и голода:	
А — контроль, Б — с внесением пероксида водорода.

А Б 
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среды, способствуют выработке внеклеточ-
ных полимеров, что влияет на стабильность 
и консистенцию гранул. Показатели очист-
ки с помощью гранулированного ила, адап-
тированного к H2O2, лучше, чем при исполь-
зовании гранулированного ила без внесения 
H2O2. В  случае адаптированных к H2O2 гра-
нул через 3 сут ХПКвых. и содержание фосфа-
тов в среде аналитически не обнаруживалось 
(рис. 12, А), тогда как в случаях с хлопьями 
ХПКвых. составляло около 100 мг/л, а содер-
жание фосфатов даже возросло (рис. 12, Б).

Примененный в настоящем исследова-
нии подход с использованием комплексно-
го воздействия на аэробный АИ факторов 
оксидативного стресса (пероксида водоро-
да) и низкоинтенсивного видимого света ле-
жит в основе предложенного нами метода 
управляемого культивирования микроорга-
низмов, названного «контролируемый окси-
дативный стресс», сочетающего совместное 
действие стрессоров и антистрессоров на по-
пуляции микроорганизмов [7, 11]. Из  полу-
ченных данных следует, что такой подход 
может оказаться достаточно эффективным 
применительно к задаче формирования гра-
нулированного аэробного АИ с улучшенны-
ми физиологическими и технологическими 
свойствами.

Воздействие стрессора — пероксида водо-
рода до некоторой степени моделирует ре-
альные условия пребывания сообщества в 
неблагоприятном окружении и его реакции 
на стрессовые воздействия, а также высту-
пает фактором отбора, направленного на се-
лекцию и адаптацию компонентов биоцено-
за, устойчивых к воздействию стрессора, что 
в данном случае способствует процессу гра-
нулообразования аэробного ила.

На формирование гранул влияют доза 
H2O2, фаза развития АИ, концентрация ила 
при пассировании к пероксиду водорода, 
состав гранул, условия освещения среды с 
илом видимым светом, характер нагрузки по 
загрязнениям на АИ.

Консорциумы биодеструкторов, адапти-
рованные к внесению относительно высоких 
концентраций H2O2, устойчивы к смене ус-
ловий культивирования (анаэробно-аэроб-
ные, голодание), формируют стабильные 
гранулы АИ, а также полнее очищают сточ-
ную воду от органических веществ по ХПК 
и фосфатов.

Для получения положительного эффекта 
H2O2 следует вносить в количествах от 25 до 
300 мг/л в условиях окисления компонентов 
среды в периодическом режиме и ее освеще-

они выдерживают в 2–3 раза большую кон-
центрацию H2O2, что может являться пока-
зателем устойчивости к неблагоприятным 
факторам среды. Голодание и оксидативный 
стресс, как следует из морфологического 
анализа колоний после высева компонентов 
полученных гранул на твердые питательные 

Рис. 10. �Гранулы АИ, полученные в отъемно-доливном режиме после 
пиковой нагрузки и голода с внесением пероксида водорода.

Рис. 11. �Соотношение групп микроорганизмов в образцах АИ, 
полученных в отъемно-доливном режиме:	
А — хлопья АИ; Б — гранулы, адаптированные к пероксиду 
водорода.	
1–3 — палочковидные бактерии, 4 — нитчатые бактерии, 
5–7 — кокки, 8 — грибы, 9 — актиномицеты.
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к пероксиду водорода и выдерживали впо-
следствии до 1 г/л разового внесения H2O2 
без снижения физиологической активно-
сти. Изменение видового состава АИ в фор-
ме хлопьев и гранул с уменьшением общего 
видового разнообразия и увеличением доли 
актиномицетов и грибных культур при пас-
сировании к пероксиду по сравнению с кон-
трольными вариантами свидетельствует о 
достаточности этого минимального разноо-
бразия для функционирования и устойчи-
вости гранул, что представляет интерес для 
дальнейшего изучения.

То обстоятельство, что для повышения 
качества очистки сточных вод пероксид во-
дорода достаточно вносить в среду в относи-
тельно малых дозах (от 25 мг/л и, возможно, 
меньше) на фоне ее освещения низкоинтен-
сивным видимым светом свидетельствует 
не о непосредственном химическом воздей-
ствии пероксида водорода на загрязнения, а 
о регуляторной физиологической роли ком-
бинированного воздействия H2O2 и видимо-
го света.

Воспроизведение аналогичных положи-
тельных эффектов при комбинированном 
воздействии анолита электрохимического 
разложения и видимого света [23] свидетель-
ствует в пользу универсальности обнаружен-
ных эффектов при воздействии агентов ок-
сидативного стресса и, возможно, других 
стресс- и антистресс-факторов.

Повышенная механическая прочность 
гранул аэробного АИ, пассированных к дей-
ствию стрессора, возможность регулирова-
ния размеров гранул при внесении различ-
ных доз стрессора, улучшенные показатели 
очистки могут послужить основой для разра-
ботки нового подхода к поддержанию устой-
чивости и работоспособности аэробного АИ. 
С технологической точки зрения использова-
ние малых доз H2O2 экономически обоснова-
но, легко реализуется и масштабируется при 
очистке промышленных и хозяйственно-бы-
товых стоков. Все это может быть востребо-
вано для совершенствования методов биоло-
гической очистки и доочистки сточных вод 
с целью достижения нормативов, действую-
щих в Российской Федерации.

Полученные результаты могут быть ис-
пользованы при разработке высокоэффек-
тивных биотехнологий управляемого фор-
мирования, поддержания стабильности и 
культивирования структурированных ассо-
циаций микроорганизмов (дрожжей, бакте-
рий, водорослей) для их использования при 
решении природоохранных задач.

ния видимым светом с мощностью не более 
100 мВт/л. При таком режиме повышает-
ся устойчивость ила к воздействию стрес-
сора, резко улучшаются показатели очист-
ки со снижением ХПК до значений, близких 
к нулю, лучше формируются и развиваются 
гранулы ила. При этом пероксид водорода 
лучше вносить равномерно равными доля-
ми, чем однократно в том же количестве. Без 
освещения среды скорость окисления загряз-
нений существенно не повышается, а требуе-
мые нормативные показатели очистки не до-
стигаются.

Использование пиковых нагрузок по 
ХПК и последующего голодания АИ позво-
лило подобрать режим, в котором формиро-
вались гранулы ила диаметром от 2 до 5 мм с 
хорошей очищающей способностью. Эти гра-
нулы стабилизировались при пассировании 

Рис. 12. �Изменение величины ХПК и содержания фосфатов при 
очистке модельного бытового стока адаптированным к H2O2 
гранулированным АИ в сравнении с очисткой модельного 
бытового стока исходным хлопьеобразующим активным илом.	
А — адаптированный к H2O2 гранулированный АИ;	
Б — исходный хлопьеобразующий АИ.
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Заключение

Результаты экспериментов показали, что 
совместное воздействие на аэробный АИ 
факторов оксидативного стресса (перок-

сида водорода) и низкоинтенсивного види-
мого света может существенно повысить ка-
чество очистки, в частности, в отношении 
удаления фосфатов и устойчивости гранул 
аэробного АИ, получаемых в условиях отъем-
но-доливного режима биологической очист-
ки стоков. При этом необходимо учитывать 
дозу добавляемого H2O2, фазу развития АИ, 
концентрацию ила при пассировании к пе-
роксиду водорода, условия освещения среды 
с илом видимым светом, характер нагрузки 
по загрязнениям на АИ. Поскольку перок-
сид водорода достаточно вносить в среду в 
относительно малых дозах на фоне ее осве-
щения низкоинтенсивным видимым светом, 
то такой подход к может быть относительно 
легко реализован на практике.
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N.S. Khokhlachev, S.V. Kalenov, O.S.Zanina,  А.Е.Kuznetsov

Aerobic biological waste-water treatment under 
conditions of granule formation of active 
sludge.

II. Granule formation of active sludge under 
controlled oxidative stress.

Stability of active sludge characteristics under changes of effluent parameters and impact of situational 
factors markedly affect on maintenance and intensification of aerobic facilities of biological waste-water 

treatment. Resistant communities observed in biofilms and aerobic granules of active sludge are systems 
with stabile morphology and biocenosis structure. Granulated aerobic sludge obtained by authors under 
oxidative stress is another example of stabile biocenosis which may be used for intensification of systems 
of biological water treatment. It was shown that the sludge has high removal capacity, increased stability 
of properties under unfavorable situational factors. Formation conditions and contribution of stress impact 
to formation of stabile granules are reviewed.
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