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Бактерии – основные участники самой мас!
штабной биотехнологии – очистки сточных вод,
которая в ее современном виде, с использованием
активного ила, создана 100 лет назад [1]. Развитие
этой биотехнологии связано с успехами микро!
биологии и биохимии. Одной из недавно откры!
тых и только внедряемых в настоящее время био!
технологий удаления азота из воды является про!
цесс анаэробного окисления аммония – анаммокс
(anaerobic ammonia oxidation), открытый в 90!х го!
дах прошлого века [2]. В этом процессе аммоний
окисляется нитритом микроорганизмами, входя!
щими в группу Planctomycetes и обладающих ря!
дом уникальных физиологических и морфологи!
ческих признаков. Процесс анаммокс обнаружен
во многих экотопах – в очистных сооружениях, в
заболоченных почвах, в морях и океанах, в том
числе – в арктических [2–4]. Технология на осно!
ве автотрофного удаления азота представляет со!
бой комбинацию двух процессов: частичной нит!
рификации, в ходе которой половина аммония
окисляется до нитрита, и анаэробного окисления
аммония нитритом (собственно процесс Anam!
mox). Технология анаммокс реализована на не!
многих очистных сооружениях Европы, Азии и
США. ОАО Мосводоканал в настоящее время
проводит первые в России полупромышленные
испытания этой технологии. Испытания прошли
стадии получения накопительной культуры анам!
мокс!бактерий и лабораторного реактора [5.] В
настоящее время функционирует пилотная уста!
новка производительностью 900 л/сут, очищаю!

щая фильтрат, получаемый от сгущения сброжен!
ного осадка [6]. 

Важной характеристикой любых микроорга!
низмов является их липидный состав. У анаммокс!
бактерий обнаружены уникальные липиды – т.н.
ладдерановые (лестничные) липиды (от англ. lad�
der – лестница), в составе которых имеются скон!
денсированные циклобутановые структуры [7]. 

Цель работы – исследование липидного соста!
ва активного ила биореактора, осуществляющего
анаэробное окисление аммония.

МЕТОДИКА

Активный ил пилотного реактора, осуществля!
ющего анаэробное окисление аммония в фильтра!
те сброженного осадка сточных вод Курьяновских
очистных сооружений г. Москвы [6], обладающий
высокой анаммокс!активностью, собирали отстаи!
ванием в течение 1 ч, центрифугировали (1000 g,
5 мин) для отделения избыточного количества во!
ды и использовали для исследования липидов. 

Подготовка образцов для анализа. Липиды
экстрагировали двумя способами. Способ 1. К
осадку после центрифугирования (5 мл) добав!
ляли 5 мл смеси дихлорметана и метанола в соот!
ношении 1 : 1 [8], встряхивали 2 мин в закрытой
пробирке и переносили в стеклянный центри!
фужный стаканчик. Нижний слой после центри!
фугирования (1000 g, 5 мин) собирали в чистую
емкость. Процедуру экстракции той же порции
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осадка повторяли и объединяли две порции ниж!
них слоев жидкости, после чего их упаривали до!
суха под азотом при комнатной температуре.
Способ 2. К осадку после центрифугирования
(5 мл) добавляли 5 мл метанола, встряхивали 2 мин
в закрытой пробирке и центрифугировали (1000 g,
5 мин). Супернатант отбрасывали, осадок экстра!
гировали дважды 5 мл метил!трет!бутилового
эфира (МТБЭ) при обработке ультразвуком в уль!
тразвуковой бане Bransonic 1510 (“Branson” США)
в течение 5 мин, после чего упаривали экстракт
досуха под азотом при комнатной температуре. 

Получение метиловых эфиров жирных кислот. К
упаренному экстракту (полученному 1 или 2 спо!
собом), содержащему 1 мг вещества, добавляли
400 мкл раствора трифторида бора в метаноле (“Al!
drich”, США), нагревали в закрытой емкости при
80°С в течение 1 ч. К охлажденной реакционной
массе добавляли последовательно по 400 мкл во!
ды и гексана, встряхивали в закрытой пробирке
2 мин, отстаивали в течение 5 мин, собирали верх!
нюю гексановую вытяжку. Процедуру повторяли.
Две гексановые вытяжки объединяли.

Получение силиловых эфиров. К упаренному экс!
тракту (полученному 1 или 2 способом), содержа!
щему 1 мг вещества, добавляли 150 мкл N,O!
бис(триметилсилил)трифторацетамида (БТМСФА)
(“Supelco”, США), нагревали в закрытой емкости
при 80°С в течение 30 мин. К охлажденной реакци!

онной массе добавляли 400 мкл МТБЭ, раствор ис!
пользовали для анализа.

Газовая хромато:масс:спектрометрия (ГХ:МС).
Исследование проводили на хромато!масс!
спектрометре модели 6890/5975N фирмы “Agi!
lent Technologies” (США). Хроматографическая
колонка: DB!5ms фирмы “Agilent Technologies”
(США) диаметром 0.25 мм, с толщиной слоя не!
подвижной фазы 0.25 мкм и длиной 30 м. Темпе!
ратура инжектора 280°C. Режим инжектора –
“без деления потока”. Газ!носитель – гелий,
скорость потока 40 см/с. Температурный режим
программировали: изотерма 70°C в течение
1 мин, нагрев со скоростью 15°C/мин до 320°С и
выдержка при данной температуре 15 мин. Тем!
пература квадруполя 150°С, ионного источника
230°C, интерфейса 280°C. Объем вводимой про!
бы 1 мкл. Масс!спектры разделенных веществ ре!
гистрировали в режиме электронного удара в диа!
пазоне массовых чисел 34–900 а.е.м. 

Высокоэффективная жидкостная хроматогра:
фия (ВЭЖХ). Исследование проводили на жид!
костном хромато!масс!спектрометре модели Ac!
cella/LTQ Velos фирмы “Thermo Fisher Scientific”
(США). Хроматографическая колонка: Hypersil
Gold С18 50 × 2 мм с размером частиц сорбента
3 мкм фирмы “Thermo Fisher Scientific” (США).
Разделение проводили в градиентном режиме по!
вышения концентрации метанола (с добавлением
0.01% муравьиной кислоты) в водном растворе
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Рис. 1. Хроматограмма метиловых эфиров жирных кислот активного ила.
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формиата аммония (0.005 М) и муравьиной кис!
лоты 0.05% с 40 до 100% за 10 мин и выдержки
100%!ной концентрации метанола до 20 мин.
Скорость потока 0.25 мл/мин. Источник иониза!
ции – нагреваемый электроспрей (H!ESI). Рас!
ход обдувающего газа – 50 усл. ед., вспомогатель!
ного газа – 5 усл. ед. Потенциал распыления 5 кВ.
Температура капилляра 275°С, нагревателя –

300°С. Режим масс!селективного детектирова!
ния – “Data Dependent Scan” в диапазоне массо!
вых чисел от 150 до 1000 а.е.м. Нормализованная
энергия соударений в режиме МС/МС (тандемная
масс!спектрометрия) равна 35%, окно изоляции
ионов 2.0 а.е.м., коэффициент активации Q = 0.25,
время активации 10 мс. 

250000

200000

150000

100000

50000

0

m/z
30025020010050 150

41

55

67
161

79

91

105
119

133

147 175

189 203 220 245
257

277
290

303

318

(а)

A

40000

35000

30000

25000

20000

15000

10000

5000

0

m/z
18016014010060 8040 120

A

320200 220 240 260 280 300

41 55
67

79

91

104

117

132

145 159 185 219

236

285 316

(б)

In
te

n
si

ty
In

te
n

si
ty

H3C
O

O

161

H3C
O

O

132

Рис. 2. Масс!спектры веществ со временами удерживания (tуд) 15.6 мин (соответствует метиловому эфиру С20![3]!лад!
дерановой кислоты [9]) (а) и с tуд = 14.9 мин (соответствует метиловому эфиру С20![5]!ладдерановой кислоты [9]) (б).
Формулы представлены на врезке к рисункам. 
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Идентификацию веществ проводили с исполь!
зованием масс!спектральных библиотек NIST08,
Wiley8n. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Хроматограмма метилированного экстракта,
записанная по полному ионному току и потому

отражающая соотношение традиционных и лад!
дерановых липидов, приведена на рис. 1. Основ!
ная часть жирнокислотного состава представлена
традиционными жирными кислотами С14–С18

как нормального, так и изостроения. На хромато!
граммах также присутствуют жирные кислоты ря!
дов [3]!ладдерана и [5]!ладдерана (составляющие
до 5% от общего количества липидов), спектры ко!

6000

5000

3000

2000

1000

0

m/z
30016014010060 8040 120

8000

7000

6000

5000

4000

3000

2000

1000

0

m/z
280260240600 16040 220

(а)

(б)

4000

180 200 220 240 260 280

290

282
270

262249
236211201

192
175

145

161

133

119

105

67

79

91

55

41

A

80 100 120 140 180 200

41

55

69

79

104

117

143

125
155

163

176
185

208

227
236

259 269 278 288

A

91

132

In
te

n
si

ty
In

te
n

si
ty

H3C
O

O

132

H3C
O

O

161

Рис. 3. Масс!спектры веществ с tуд = 14.4 мин, метиловый эфир С18![3]!ладдерановой кислоты, (а) и с tуд = 13.68 мин,
метиловый эфир С18![5]!ладдерановой кислоты (б). Данные спектры получены впервые. 
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торых приведены на рис. 2 и 3, при этом содержа!
ние [5]!ладдерановых кислот ниже, чем [3]!ладде!
рановых кислот.

При исследовании силильных производных об!
наружены: эфир глицерина и С20![3]!ладдераново!
го спирта (рис. 4а) и свободная С20![3]!ладдерано!
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вая кислота (рис. 4б). Последнее вещество также
содержится в омыляемой фракции липидов.

Аналогичным образом были идентифицирова!
ны изомеры С20![5]!ладдерановой кислоты с моле!
кулярной массой 374 Да и характеристичными
ионами в спектре: 132, 104, 91 (с tуд = 15.5–15.6 мин).

При анализе липидных экстрактов активного
ила с использованием жидкостной хроматогра!
фии был применен метод тандемной масс!спек!
трометрии (МС/МС или МС2, МС3 и т.д.), когда
наиболее интенсивные ионы в спектре подверга!
ются фрагментации соударением (т.н. collision in!
duced dissociation), при этом получившиеся дочер!

ние ионы также могут подвергаться дальнейшей
фрагментации. Данный метод позволяет устанав!
ливать наличие тех или иных относительно про!
стых фрагментов с известной структурой в молеку!
лах более сложной структуры.

Этим методом были обнаружены фосфолипи!
ды на основе ладдерановых кислот и С20![3]!лад!
деранового спирта (рис. 5а). На ВЭЖХ!МС хро!
матограммах обнаружены вещества с молекуляр!
ными ионами 382, 488, 519 и 530 а.е.м. При
анализе спектров МС/МС монозамещенных гли!
церофосфо![3]!ладдеранов сделан вывод, что ха!
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Рис. 7. Структурные формулы ладдерановых липидов фосфатидного ряда (см. таблицу) [12, 13].

рактеристичными ионами для них являются ио!
ны с m/z 273, 329 и 347 (рис. 5б). 

Согласно литературным данным [10, 11], ин!
тенсивный ион m/z 184 для вещества, спектр ко!
торого представлен на рис. 5б, и МС/МС – рас!
щепление этого иона указывает на присутствие в
составе молекулы остатка фосфохолина. Потеря
нейтральной частицы с массой 141 (488 → 347) ха!
рактерна для остатка фосфоэтаноламина. Таким
образом были идентифицированы вещества с tуд =
= 14.73 мин (глицерофосфохолиновый эфир С20!
[3]!ладдеранового спирта – рис. 5б) и с tуд = 14.15 мин
(глицеро!фосфоэтаноламиновый эфир С20![3]!
ладдеранового спирта – рис. 6а). При записи
ВЭЖХ!МС!хроматограммы по ионам с m/z 519.3
и 382.3 идентифицированы глицерофосфоглице!
риновый эфир С20![3]!ладдеранового спирта
(рис. 6б) и глицериновый эфир С20![3]!ладдера!
нового спирта (рис. 6в).

В литературе описаны ладдерановые липиды
фосфатидного ряда [12, 13], которые были обна!
ружены методом ВЭЖХ!МС (рис. 7) в анаммокс!
бактериях различных видов. 

Нами были предприняты попытки поиска та!
ких соединений с использованием метода ВЭЖХ!
МС/МС. Мы также учитывали возможность
присутствия в экстрактах диглицеридов, не со!
держащих фосфатную группу, т.е. простых или
сложных эфиров. На основе данных [12, 13] бы!
ли определены целевые ионы с отношением m/z,
характерные для фосфолипидных производных
ладдеранов. В таблице представлены результаты
поиска ладдерановых липидов в экстрактах актив!
ного ила биореактора анаммокс. Хроматограмма и
спектр МС/МС некоторых фосфатидных произ!
водных (предположительно, фосфатидилхолин!
С20![3]!ладдерана – IIa и фосфатидилхолин!С20!
[5]!ладдерана – IIb) приведены на рис. 8.

Таким образом, в биомассе активного ила пи!
лотной установки анаэробного окисления аммо!
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ния обнаружены липиды ладдеранового ряда,
составляющие по массе до 5% всех липидов. Об!
наружение ладдераноых липидов согласуется с
наличием значительного количества биомассы
анаммокс!бактерий. В работе впервые приведе!
ны масс!спектры электронного удара и тандем!
ной масс!спектрометрии ряда ладдерановых ли!

пидов, их метильных и триметилсилильных про!
изводных.

Несмотря на то что содержание ладдерановых
липидов было невелико, не более 5% от общего
содержания липидов, с учетом того факта, что
они входят в состав активного ила, который на
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очистных сооружениях образуется в больших ко!
личествах и является отходом, можно прогнози!
ровать возможность получения таких липидов в
значимых количествах как для целей их исследо!
вания, так и практического применения. Прогно!
зируется возможность применения ладдерановых
липидов в оптоэлектронике [14].
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Химические формулы и молекулярные массы различ!
ных ладдерановых производных фосфатидной кислоты

Тип липида*
(по рис. 7)

Брутто!фор!
мула 

радикала R1

Молекуляр!
ная масса, Да

Вещество 
обнаружено 
или не обна!

ружено**

ФХ (Ia) C20H33 802 +

ФХ (Iб) C20H31 800 +

ФХ (IIa) C20H31O 816 +

ФХ (IIб) C20H29O 814 +

ФЭ (IIIв) C20H33 759 –

ФЭ (IIIг) C20H31 757 –

ФЭ (IVв) C20H31O 773 +

ФЭ (IVг) C20H29O 771 +

ФГ (Vв) C20H33 790 +

ФГ (Vг) C20H31 788 –

ФГ (VIв) C20H31O 804 –

ФГ (VIг) C20H29O 802 –

ДГ (в) C20H33 636 +

ДГ (г) C20H31 634 +

ДГ (в) C20H31O 650 –

ДГ (г) C20H29O 648 –

* ФХ – фосфохолин, ФЭ – фосфоэтаноламин, ФГ – фос!
фоглицерин, ДГ – диглицерид. 
** “+” – вещество обнаружено, “–” – вещество не обнару!
жено в настоящей работе.

Lipid Composition of Activated Sludge in a Pilot Plant
for Anaerobic Ammonium Oxidation

M. N. Kozlov, M. V. Kevbrina, A. G. Dorofeev, E. A. Kazakova, V. A. Grachev, 
D. Yu. Polyakov, V. G. Aseeva, and Yu. A. Nikolaev

OAO Mosvodokanal, Moscow, Russia

Received February 12, 2013

Abstract—The lipid composition of the microbial community inhabiting activated sludge in a pilot reactor for the
anaerobic oxidation of ammonium (anammox) at the Kur’yanovo Treatment Plant (Moscow) has been studied.
The fatty acid composition is mostly based on common fatty acids C14–C18 (95%) with both normal and isomeric
structures. The biomass of activated sludge was found to contain lipids with the so�called ladderane substances
(ladder alcohols and fatty acids) that are common for anammox bacteria: C20�[3]�ladderane and C20�[5]�ladder�
ane alcohols and C18� and C20�[3]�ladderane and C18� and C20�[5]–ladderane acids. In addition, the native extract
contained both simple and compound ethers of the above�mentioned substances with residues of phosphocholine,
phosphoethanolamine, and phosphoglycerine. The spectra of the electron impact and tandem mass spectrometry
of certain substances have been obtained and published for the first time.
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