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При использовании смешанных органических отходов в микробном сообществе реактора темновой фер-
ментации происходит автоселекция микроорганизмов, наиболее приспособленных к данному биополимерно-
му составу субстрата. В этом исследовании были использованы 6 субстратов, моделирующих разные биопо-
лимеры (белки, жиры, углеводы) и их смеси, для обогащения адаптированных к данным субстратам водород-
продуцирующих бактерий из необработанного активного ила. С помощью высокопроизводительного секве-
нирования показано, что независимо от использованного субстрата, в микробном сообществе доминировал 
филум Firmicutes (67-100%). При использовании субстратов, богатых углеводами, микробное разнообразие 
было низким и в основном представлено родами Ruminococcus (26-90%) и Thermoanaerobacterium (6-67%). 
Темновая ферментация жиров и белков характеризовалась большим микробным разнообразием. При исполь-
зовании жиров в наибольшей степени развивались Thermoanaerobacterium (21%), Thermobrachium (19%), 
Tepidiphilus (16%) и Acetomicrobium (14%), при использовании белков – Thermobrachium (34%), 
Acetomicrobium (16%) и Clostridium sensu stricto 7 (12%). Различные микробные сообщества и субстраты при-
водили к различиям в характеристиках процесса и метаболических путях. Максимальным был выход водоро-
да из крахмала и составил 138 мл/г органического вещества с 60,4 % содержанием водорода в биогазе.  Доми-
нирование рода Ruminococcus, предположительно, внесло основной вклад в производство водорода. Согласно 
анализу стабильных изотопов 13С небольшие количества метана при темновой ферментации белков и жиров 
были образованы Methanothermobacter и Methanosarcina по преимущественно водородотрофному типу мета-
ногенеза. 
 
Ключевые слова: темновая ферментация, биоводород, биополимеры, микробное разнообразие, высокопроизводительное 
секвенирование. 
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When mixed organic waste is used for hydrogen production by dark fermentation, the microbial community which 
is most adapted to actual biopolymer composition of the substrate, is auto-selected. In this research, 6 substrates simu-
lating different biopolymers (proteins, fats, carbohydrates) and their mixtures were used to enrich hydrogen-
producing bacteria adapted to these substrates from non-pretreated activated sludge. Phylum Firmicutes dominated in 
the microbial community (67-100%) regardless of the substrate used, as was shown by high-throughput sequencing. 
Microbial diversity was low when using carbohydrate-rich substrates, and microbial community was mainly repre-
sented by Ruminococcus (26-90%) and Thermoanaerobacterium (6-67%). Dark fermentation of fats and proteins was 
characterized by higher microbial diversity. Thermoanaerobacterium (21%), Thermobrachium (19%), Tepidiphilus 
(16%) and Acetomicrobium (14%) dominated when using fats, while Thermobrachium (34%), Acetomicrobium (16%) 
and Clostridium sensu stricto 7 (12%) dominated when using proteins as substrate. Different microbial communities 
and substrates resulted in diverse process performance and metabolic pathway. Dark fermentation of starch achieved 
the maximum hydrogen yield of 138 ml/g volatile solids with 60.4 % hydrogen content in biogas. The dominance of 
genus Ruminococcus was supposed to be responsible for the highest hydrogen production. Minor amounts of methane 
from proteins and fats were produced by Methanothermobacter and Methanosarcina. The hydrogenotrophic pathway 
was slightly more predominant methane formation route than the others considered based upon to the stable 13C iso-
tope analysis. 
 
Keywords: dark fermentation, biohydrogen, biopolymers, microbial diversity, high throughput sequencing. 
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Введение 
 

Водород является одним из наиболее перспектив-
ных энергоносителей благодаря отсутствию угле-
родного следа и высокому выходу энергии. Тради-
ционные способы получения водорода включают 
использование ископаемых видов топлива, таких как 
паровой риформинг природного газа, частичное 
окисление углеводородов, пиролиз биомассы или 
газификация угля [1]. Эти способы не отличаются 
экономической эффективностью и экологичностью, 
поскольку связаны как с использованием ископае-
мых видов топлива, так и с отрицательным воздей-
ствием на окружающую среду [2]. Электролиз воды 
позволяет получить особо чистый водород, однако 
его себестоимость в 3-10 раз выше, чем при получе-
нии из природного газа [3].  

По сравнению с термохимическими процессами 
получения водорода, темновая ферментация (ТФ) 
является более привлекательной технологией, т.к. 
характеризуется энергосбережением, экологично-
стью, углеродной нейтральностью, относительно 
простыми условиями эксплуатации реакторов и низ-
кими эксплуатационными затратами [1]. В качестве 
сырья для ТФ могут быть использованы различные 
органические отходы, например, сточные воды, 
осадки сточных вод (ОСВ), органическая фракция 
твёрдых коммунальных отходов (ОФ-ТКО) и др., что 
может реализовать преимущества, как производства 
возобновляемого ресурса, так и переработки органи-
ческих отходов [4, 5]. Кроме того, растворимые по-
бочные продукты ТФ, например, летучие жирные 
кислоты (ЛЖК), также являются высокоценными 
химическими веществами, которые могут быть по-
тенциально использованы для синтеза биопластиков, 
дальнейшего производства биоэнергии (например, 
биометана, биоводорода и биоэлектричества) или в 
качестве источника органического углерода в про-
цессе гетеротрофной денитрификации при очистке 
сточных вод [6]. 

ТФ – микробиологический процесс, за который 
ответственны водород-продуцирующие бактерии. В 
природе они не существуют изолированно и часто 
живут в присутствии других микроорганизмов, по-
требляющих водород в своих метаболических про-
цессах, главным образом метаногенных архей и го-
моацетогенов. Для элиминации водород-
использующих микроорганизмов, снижающих выход 
водорода в процессе ТФ, существуют различные ме-
тоды предварительной обработки, которые позволя-
ют сохранить спорообразующих бактерий – проду-
центов водорода, например относящихся к родам 
Clostridium, Enterobacter и Bacillus [5]. К таким ме-
тодам относятся нагрев, аэрация, повышенная 
нагрузка по органическому веществу, обработка уль-
тразвуком, микроволновым, УФ или ионизирующим 
излучением, добавление химических ингибиторов 
(например, хлороформа или бромэтансульфоната), 
щелочи или кислоты, воздействие электрическим 
током [7, 8]. С помощью этих методов получают 
смешанные культуры бактерий, например обогащен-

ные продуцентами водорода ОСВ, сброженную мас-
су анаэробных биореакторов, навоз и др. Также для 
процесса ТФ используют специально выделенные 
чистые культуры анаэробных и факультативно анаэ-
робных бактерий [5]. 

Несмотря на то, что чистые культуры позволяют 
получать более высокий выход водорода, их исполь-
зование в основном ограничивается лабораторными 
исследованиями, в которых водород получают из 
простых углеводов, таких как глюкоза или водорас-
творимый крахмал. В то же время на практике про-
цесс ТФ приходится проводить с использованием 
смешанных культур на субстратах, представляющих 
собой комплексные органические отходы, часто со-
держащие, помимо углеводов, большое количество 
белков и жиров. Преимущества использования сме-
шанных культур включают отсутствие необходимо-
сти в асептической среде, которая необходима для 
монокультур, простоту управления процессом и бо-
лее широкий спектр доступных субстратов [9, 10]. 
Кроме этого, чистые бактериальные культуры чув-
ствительны к загрязнению потребителями водорода, 
включая метаногенов и гомоацетогенов. Таким обра-
зом, использование смешанных культур особенно 
важно при производстве водорода путем ТФ в про-
мышленных масштабах [5].  

Часто смешанные бактериальные культуры, спо-
собные к производству водорода, в изобилии встре-
чаются в тех же отходах, из которых можно про-
мышленно получать биоводород, например в высо-
коконцентрированных сточных водах, ОСВ, навозе и 
др. Так как в полномасштабных условиях стерилиза-
ция субстрата является слишком дорогим и энерго-
емким мероприятием, даже при начальном инокули-
ровании реактора выбранными смешанными или 
чистыми культурами, при непрерывном процессе 
существует большая вероятность замещения этих 
культур теми культурами, которые в большом коли-
честве содержатся в перерабатываемом органиче-
ском отходе. Через определенное время в реакторе 
ТФ происходит автоселекция микроорганизмов, 
наиболее приспособленных к заданным условиям 
(тип субстрата, нагрузка по органическому веществу, 
температура, рН и др.). Несмотря на то, что углеводы 
дают основной вклад в продукцию водорода [11, 12, 
13], другие биополимеры, такие как белки и жиры, 
содержащиеся в органическом отходе, могут суще-
ственно повлиять на состав микробного сообщества 
реактора. Более богатый биополимерный состав, 
обогащение питательными элементами и факторами 
роста могут способствовать выживанию в сообще-
стве тех групп микроорганизмов, которые оказывают 
негативное влияние на продуктивность водорода, 
например гомоацетогенов, метаногенов, пропионат-
образующих бактерий и др. [8, 9]. Таким образом, 
изучение микробных сообществ в процессе ТФ с 
использованием в качестве субстрата простых био-
полимеров (углеводов, белков, жиров) и комплекс-
ных субстратов со смешанным биополимерным со-
ставом может дать представление о важной роли 
биополимерного состава в процессе ТФ. Несмотря на 
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наличие очень подробных исследований по влиянию 
биополимерного состава субстратов на удельный 
выход водорода [12, 13], в научной литературе мало 
внимания уделяется детальному изучению микроб-
ного сообщества, автоселекцированного из сообще-
ства инокулята при использовании субстратов с раз-
ным биополимерным составом. 

Для лучшего представления о процессе ТФ и по-
лучения основ для повышения эффективности фер-
ментации водорода в полномасштабных условиях, в 
настоящей работе с помощью высокопроизводитель-
ного секвенирования проводили изучение влияния 
биополимерного состава простых и комплексных 

субстратов на состав микробного сообщества, авто-
селекцированного из одного и того же инокулята – 
избыточного активного ила муниципальных очист-
ных сооружений. Всесторонне проанализированы 
молекулярно-генетическими методами разнообразие 
и состав микробных сообществ. Корреляция между 
популяцией микроорганизмов и характеристиками 
процесса ТФ была оценена с использованием корре-
ляционного анализа Спирмена. Также уделено вни-
мание изучению изотопного состава метана, в не-
больших количествах образующегося в процессе ТФ, 
для лучшего понимания путей его образования. 

 
Таблица сокращений 
Буквы латинского алфавита 

13С Углерод-13 
рН Водородный показатель 
δ13C Углерод-13 
CH4 Метан 
CО2 Диоксид углерода 
𝛼𝛼С Коэффициент  

фракционирования углерода 
H2 Водород 
OTU Operational taxonomic unit 
PCoA Principal Coordinates Analysis 
FeFe Феррум-феррум 

Аббревиатуры 
ТФ Темновая ферментация 
ОСВ Осадки сточных вод 
ОФ-ТКО Органическая фракция твёрдых  

коммунальных отходов 

ЛЖК Летучие жирные кислоты 

УФ Ультрафиолет 
МС Модельный субстрат 
К Контроль 
БГ Биогаз 
СВ Сухое вещество 
ОВ Органическое вещество 
ГХ Газовый хроматограф 
ГОСТ Межгосударственный стандарт 
ПНДФ Природоохранные нормативные  

документы федеративные 
ДНК Дезоксирибонуклеи́новая  

кислота́ 
рРНК Рибосо́мные рибонуклеи́новые  

кисло́ты 
ммоль Миллимоль  
КРС Крупный рогатый скот 

 
 

1. Материалы и методы 
 

Инокулят 
 

В качестве инокулята – источника водород-
образующих микроорганизмов, использовали ОСВ 
Люберецких очистных сооружений (г. Москва). 
Инокулят не подвергали никакой предварительной 
обработке (например, нагреванию, способствующе-
му отбору спорообразующих микроорганизмов [7, 8] 
для лучшего отражения крупномасштабных процес-
сов, в которых при переработке реальных органиче-
ских отходов в реакторе в течение короткого началь-
ного периода осуществляется автоселекция наиболее 
приспособленного к заданным условиям микробного 
сообщества.  
 

Субстраты 
 
В работе использовали ряд модельных субстратов 

(МС), представляющих разные классы биополиме-
ров, а также комплексные органические отходы. Мо-
дель углеводов была представлена картофельным 
крахмалом (МС1), белков – ферментативным пепто-
ном (МС2), жиров – подсолнечным маслом (МС3). 
Для имитации биополимерного состава реальных 

отходов, в частности пищевых отходов и органиче-
ской фракции твердых коммунальных отходов (ОФ-
ТКО), использовали смесь крахмала, масла и пептона 
в соотношении 7,8:5,4:1 (МС4), комбикорма для сви-
ней с содержанием углеводов, жиров и белков в со-
отношении 19,0:8,4:1 (МС5) и дешевого корма для 
собак с содержанием углеводов, жиров и белков в 
соотношении 8,7:4,5:1 (МС6). Похожий биополи-
мерный состав наблюдается в реальных ОФ-ТКО и 
некоторых пищевых отходах [14]. Инокулят без до-
бавления модельных субстратов служил в качестве 
контроля (К). 
 

Минеральная среда 
 

В качестве среды для культивирования водород-
образующих микроорганизмов (далее - среда) ис-
пользовали среду, аналогичную [15]. 

 
Проведение эксперимента по периодической ТФ 

 
В стеклянные флаконы общим объемом 265 мл 

добавляли инокулят и модельные субстраты в коли-
честве, указанном в таблице 1. Затем общий объем 
жидкой фазы доводили минеральной средой до 240 
мл. Газовую фазу тщательно продували аргоном, 
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флаконы герметично закрывали резиновыми проб-
ками. Резиновые пробки протыкали толстой меди-
цинской иглой сквозь ребро жесткости, к основанию 
иглы присоединяли 0,5 л мешок с металлизирован-
ной поверхностью (E-Switch, Китай) для сбора обра-
зующегося биогаза. Флаконы инкубировали при 
температуре 55оС. Перемешивание осуществляли 1-2 
раза в сутки путем встряхивания вручную. Регулярно 
измеряли объем и состав образующегося биогаза, а 

также рН и содержание кислот в сбраживаемой мас-
се. При анализе газового состава отбирали пробы как 
из газовой фазы флаконы, так и из мешка, для кон-
троля однородности состава газа в них. При поста-
новке эксперимента и после каждого промера рН 
жидкой фазы доводили до 5.5±0.1 путем добавления 
соответствующего количества 5н р-ра КОН или 5н р-
ра HCL. 

 
Таблица 1  

Схема постановки эксперимента по ТФ модельных субстратов. 
Table 1 

The scheme of the DF experiment with the model substrates  
 

Обозначение МС1 МС2 МС3 МС4 МС5 МС6 К 

Модельный  
субстрат 

Крахмал 
(карто-

фельный) 

Масло 
(подсол-
нечное) 

Пептон 
(фермен-
татив-

ный) 

Смесь  
крахмала (2,028г),  
масла (0,254г) и  

пептона (1,318 г) 
Комбикорм  
для свиней 

Корм 
для 

собак 

ОСВ 
(иноку-

лят) 
Масса  
субстрата, г 3,6 3,6 3,6 3,6 10 8 - 
Масса 
инокулята, г 

55 55 55 55 55 55 55 

ОВ, г/л 17,5 17,5 17,5 17,5 37,2 32,0 2,5 
Соотношение 
субстрат: 
инокулят 
 (г ОВ/г ОВ) 6 6 6 6 13,9 11,8 - 
Углеводы, г 3,69 0,09 0,09 2,12 3,72 2,93 0,30 
Белки, г 0,15 0,15 3,75 1,47 1,65 1,52 0,55 
Жиры, г 0,02 3,62 0,02 0,27 0,20 0,34 0,05 
Массовое 
 соотношение 
углеводы: 
белки:жиры 

224: 
9,0: 

1 

1: 
1,6: 
38,9 

5,7: 
227,9: 

1 

7,8: 
5,4: 

1 

19,0: 
8,4: 

1 

8,7: 
4,5: 

1 

5,7: 
9,0: 

1 
 
 
 

Измерение количества образующегося  
биогаза и водорода 

 
Измерение объема образующегося биогаза осу-

ществляли с использованием трехкомпонентного 
шприца объемом 50 мл. Наконечник шприца присо-
единяли к клапану мешка с помощью силиконовой 
трубки. Биогаз эвакуировали из мешка путем вытя-
гивания плунжера из цилиндра шприца. Объем эва-
куированного биогаза соответствовал положению 
основания плунжера на шкале, нанесенной на ци-
линдр шприца. Количество образующегося водорода 
(H2) было рассчитано исходя из измерения его объ-
емной концентрации в биогазе (БГ) и общего объёма 
произведенного биогаза в каждый интервал времени 
с использованием уравнения баланса массы: 

   

𝑉𝑉𝐇𝐇𝐇𝐇,𝐢𝐢  = 𝑉𝑉𝐇𝐇𝐇𝐇,𝐢𝐢−𝟏𝟏 + 𝑉𝑉БГм,𝐢𝐢 ∗
𝐶𝐶𝐇𝐇𝐇𝐇,𝐢𝐢 
100

+ 𝑉𝑉БГф,𝐢𝐢 ∗
�𝐶𝐶𝐇𝐇𝐇𝐇,𝐢𝐢 −𝐶𝐶𝐇𝐇𝐇𝐇,𝐢𝐢−𝟏𝟏�

100
  ;                                                          (1)

      
где: 

VH2, i и V H2, i-1 - совокупные объемы водорода в те-
кущий (i) и предыдущий (i – 1) интервалы времени; 

VБГм,i и VБГф,i - общие объемы биогаза в газовом 
мешке и газовой фазе флакона текущем интервале 
времени; 

C H2, i и C H2, i-1 - концентрации водорода в газовой 
фазе флакона в текущий (i) и предыдущий (i – 1) ин-
тервалы времени. 
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Аналитические методы 
 

Содержание сухого вещества (СВ) определяли 
после высушивания образца до постоянной массы 
при 105°C. Зольный остаток определяли при сжига-
нии сухого образца в муфельной печи до постоянной 
массы при 650oC. Содержание органического веще-
ства (ОВ) рассчитывали, как разницу между СВ и 
зольным остатком. Уровень pH определяли с помо-
щью рН-метра FE20 (Mettler Toledo, Швейцария), 
оснащенного микроэлектродом InLab® (Mettler To-
ledo, Швейцария). Содержание жиров определяли по 
ПНДФ 14.1:2.122-97 и ГОСТ 13496.15-2016, белков – 
по ГОСТ 26715-85, углеводов - по ГОСТ 5903-89 и 
ГОСТ 26176-91. Концентрацию водорода, метана и 
углекислого газа в газовой фазе анализировали с по-
мощью газового хроматографа (ГХ) Кристалл 5000.2 
(Хроматэк, Россия), как описано ранее [16]. ЛЖК 
(этанол, ацетат, пропионат, н- и изо-бутират, н- и 
изо-валерат, капронат) определяли на ГХ Кристалл 
5000.2 (Хроматэк, Россия), как описано ранее [17]. 
Содержание муравьиной, янтарной и молочной кис-
лоты определяли с помощью системы капиллярного 
электрофореза Капель-205 (Люмэкс, Россия) по 
ГОСТ Р 56373-2015. 

Содержание стабильных изотопов углерода δ13C-
CH4 и δ13C-CО2 в пробах биогаза измеряли с помо-
щью ГХ TRACE GC Ultra (Thermo Fisher Scientific, 
Германия), оборудованного колонкой Rt-UPLOT™ и 
соединенного с изотопным масс спектрометром 
Thermo Finnigan (США). Ошибка измерения δ13C-
CH4 и δ13C-CО2 не превышала ±0.1‰. Кажущийся 
коэффициент фракционирования углерода (𝛼𝛼С) рас-
считывали по формуле [18]: 

 

𝛼𝛼С = 𝛿𝛿13С−СО2+103

𝛿𝛿13С−СН4+103
 ;       (2) 

 
 

где 𝛿𝛿13С − СН4 и 𝛿𝛿13С − СО2 – содержание 
стабильных изотопов 13C в суммарном CH4 и CO2. 

 
Анализ микробного сообщества 

 
Для исследования влияния биополимерного со-

става субстрата на структуру микробного сообще-
ства в процессе ТФ, после окончания стадии актив-
ного выделения водорода из образцов жидкой фазы 
выделяли ДНК. Выделение ДНК осуществляли по 
ранее описанной методике [19]. Приготовление биб-
лиотек фрагментов 16S рРНК осуществлялось путем 
амплификации согласно [20]. В качестве последова-
тельностей, фланкирующих V3, использовались 
праймеры UNIV-515F – UNIV-806R [21]. Для поста-
новки ПЦР использовали 5×Taq Red buffer и HS Taq 
полимеразу (Евроген, Россия) в соответствии с реко-
мендациями производителя. Конечная концентрация 
праймеров во всех случаях была 1 мкМ. Конечный 
объем реакции составлял 30 мкл. Каждый образец 
ДНК был амплифицирован в трех повторностях. За-

тем повторности объединяли и визуализировали в 
2% агарозном геле при длине волны 470 нМ. Нуж-
ную полосу ДНК вырезали и очищали при помощи 
набора Standard Cleanup Gel Extraction Kit (Евроген, 
Россия). Для измерения концентрации ДНК исполь-
зовали флуориметр Qubit® 2.0 c набором 
реагентов HS Assay Kit (Life Technologies, США). 
Перед секвенированием образцы эквимолярно сме-
шивали и разводили полученный раствор ДНК до 4 
нМ. Дальнейшую денатурацию пула библиотек и 
подготовку к секвенированию проводили согласно 
стандартному протоколу Illumina Sample Preparation 
Guide на платформе MiSeq с использованием набора 
MiSeq Reagent Kit v2 (500 циклов) (Illumina, США). 
Первичная обработка данных, формирование ОТЕ-
таблицы, анализ таксономического состава и альфа-
метрик разнообразия были проведены с 
помощью QIIME 
(версия 1.9.1; [22]) и сервиса SILVA online data analy-
sis service [23]. 

 
2. Результаты и обсуждение 

 
Краткая характеристика процесса ТФ 

 
Вследствие того, что в настоящей работе не были 

использованы распространённые методы предобра-
ботки инокулята для селекции спорообразующих 
микроорганизмов, подавление метаногенов осу-
ществляли при помощи поддержания рН среды на 
уровне 5,5, который считается «золотой серединой» 
между:  

1) рН 5.5-6.8, которые считаются оптимальным 
для жизнедеятельности водород-образующих бакте-
рий [24], однако при этих же рН довольно активны 
водород-потребляющие микроорганизмы; 

2) и рН менее 4.5, при котором происходит ин-
гибирование как водород-образующих, так и потреб-
ляющим водород микроорганизмов из-за перехода 
ЛЖК в недиссоциированную форму и их проникно-
вение в клетки через клеточную мембрану вслед-
ствие того, что внутри клеток поддерживается более 
высокий уровень рН [25].  

Длительность производства водорода из исполь-
зованных субстратов в процессе ТФ сильно отлича-
лась друг от друга и составила для МС1, МС2, МС3, 
МС4, МС5 и МС6, соответственно, 42, 3, 8, 20, 10 и 
32 суток. Относительно большая длительность экс-
перимента для некоторых субстратов, в частности 
МС1, МС4 и МС6 объяснялось довольно высоким 
содержанием ОВ (17,5-32,0 г/л), соотношением ино-
кулята к субстрату (6-14) (табл. 1) и отсутствием ак-
тивного перемешивания. В недавно предложенном 
протоколе для определения биоводородного потен-
циала рекомендуется использовать более низкую 
концентрацию ОВ (5 г/л), отношение суб-
страт/инокулят (2,7) и активное перемешивание [26], 
что позволило бы достичь более быстрой реализации 
биоводородного потенциала, в то же время это не 
входило в задачи настоящей работы. В таблице 2 
кратко суммированы характеристики процесса ТФ. 
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Таблица 2  
Основные характеристики процесса ТФ с использованием модельных субстратов. 

Table 2 
Main characteristics of the DF process with the model substrates  

 
Использованные  

субстраты 
МС1 МС2 МС3 МС4 МС5 МС6 К 

Содержание H2  

в биогазе*, % 60,4 36,0 14,9 51,0 52,9 31,9 13,8 

мл H2/ г ОВ  138 4,9 4,1 59,5 43,6 63,3 16,2 

ммоль H2/ г углеводов  6,16 0 0 4,51 4,36 6,82 4,66 

Этанол**, мг/г ОВ  16,0 0,0 6,3 6,9 7,5 32,2 116,0 

Ацетат**, мг/г ОВ  220,6 18,9 135,4 141,7 63,3 35,6 180,0 

Пропионат**, мг/г ОВ  5,1 0,0 12,0 8,6 1,1 0,0 0,0 

Бутират**, мг/г ОВ  120,0 12,6 33,1 61,7 73,8 47,2 400,0 

Валерат**, мг/г ОВ  2,9 7,4 16,0 7,4 3,0 0,0 0,0 

Капронат**, мг/г ОВ  4,0 0,0 0,0 12,0 8,3 0,0 0,0 

Лактат**, мг/г ОВ  0,0 0,0 0,0 0,0 1,1 0,0 0,0 

Сукцинат**, мг/г ОВ  0,6 1,1 33,7 12,6 1,3 1,2 0,0 

Формиат**, мг/г ОВ 3,4 0,6 0,0 0,6 0,3 0,0 0,0 

Ацетат/бутират 1,84 1,50 4,09 2,30 0,86 0,75 0,45 

Примечание: * - в суммарном биогазе до прекращения образования водорода; ** - разница между конечной и начальной концентрацией. 
 

Микробное разнообразие сообществ 
 

Для оценки влияния биополимерного состава 
простых субстратов и комплексных органических 
отходов на состав микробного сообщества в конце 
активной стадии образования водорода из соответ-

ствующих флаконов были отобраны усредненные 
(по повторностям) образцы биомассы и проанализи-
рованы с помощью высокопроизводительного секве-
нирования. Таблица 3 иллюстрирует индексы мик-
робного разнообразия для шести использованных 
субстратов. 

Таблица 3  
Индексы биоразнообразия при ТФ модельных субстратов. 

Table 3 
Biodiversity Indices for the DF of model substrates  

 
Субстраты Прочтения OTU Покрытие Simpson Shannon 

МС1 8531 87 0.99 0.77 0,45 

МС2 8401 525 0.96 0.10 3,27 

МС3 9750 700 0.96 0.14 3,85 

МС4 9217 237 0.99 0.53 1,08 

МС5 8317 347 0.98 0.17 2,35 

МС6 9135 214 0.99 0.42 1,32 
 

Как показано в таблице 3, для МС1, МС2, МС3, 
МС4, МС5 и МС6 были получены 8531, 8401, 9750, 
9217, 8317 и 9135 высококачественных последова-
тельноcтей, соответственно. 87, 525, 700, 237, 347 и 
214 OTU были получены, соответственно для МС1, 

МС2, МС3, МС4, МС5 и МС6. Кроме того, значения 
покрытия для всех образцов были выше, чем 0,96 в 
настоящей работе (таблица 3). Это указывает на то, 
что глубина секвенирования для всех образцов была 
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достаточной для представления микробного сообще-
ства. 

Альфа-разнообразие для каждого субстрата оце-
нивали по показателям разнообразия Симпсона и 
Шеннона. Более низкий индекс Симпсона или более 
высокий индекс Шеннона указывают на большее 
микробное разнообразие. При использовании модели 
жиров (МС2) и белков (МС3) наблюдалось наиболее 
разнообразное сообщество, за которыми следовал 
комплексный субстрат МС5 (корм для свиней). 
Наименьшее разнообразие наблюдалось в субстра-
тах, содержащих много крахмала (МС1 и МС4), а 
также в МС6 (корм для собак). Интересно, что между 
микробным разнообразием и длительностью произ-
водства водорода наблюдалась четкая отрицательная 

корреляция. Это позволяет говорить о том, что более 
разнообразное сообщество быстрее реализует водо-
родный потенциал субстрата, и хорошо согласуется с 
тем, что одно из преимуществ использования сме-
шанных культур для процесса ТФ состоит в более 
широком спектре доступных субстратов [9, 10]. 

Бета-разнообразие использовалось для оценки 
изменений микробных сообществ среди использо-
ванных субстратов. В настоящей работе Бета-
разнообразие было интерпретировано с помощью 
PCoA (рис. 1). Жиры (МС2) и белки (МС3) были 
значительно отделены от субстратов, богатых угле-
водами, что указывает на то, что различные биопо-
лимеры способствовали автоселекции разных мик-
робных сообществ в системе ТФ. 

 
 

Рис. 1.Различие микробных сообществ в процессе ТФ с использованием МС1, МС2, МС3, МС4, МС5 и МС6  
в качестве субстратов. 

Fig.1. Differences between the microbial communities in the DF process with MC1, MC2, MC3, MC4, MC5, MC6  
used as the substrates. 

  
Для дальнейшего изучения состава микробного 

сообщества и доминирующих групп микроорганиз-
мов в образцах с использованием разных простых и 
комплексных субстратов был проведен филогенети-
ческий анализ последовательностей генов 16S рРНК 
на уровнях филума и рода, результаты которого 
представлены на рис. 2. На уровне филума в выбран-
ных условиях ТФ (контроль рН на уровне 5,5, темпе-
ратура 55оС, низкоинтенсивное перемешивание, ат-
мосферное давление в газовой фазе) доминирующим 
таксоном был Firmicutes (рис. 3А). Наибольшая 
представленность Firmicutes наблюдалась при ТФ 
субстратов с высоким содержанием углеводом, до-
стигая почти 100% в опытах с МС1, МС4, МС5 и 
МС6. В то же время необходимо отметить, что и при 
использовании МС2 и МС3 в качестве субстратов, 
относительное содержание Firmicutes составляло, 
соответственно, 71% и 67%, что говорит о крайне 
важной роли этого филума в системах ТФ независи-
мо от биополимерного состава. В состав филума 
Firmicutes входят основные грамм-положительные 

продуценты водорода [8, 9]. Clostridia и Bacilli, отно-
сящиеся к Firmicutes, доминировали в микробном 
сообществе длительно функционирующих биореак-
торов ТФ, перерабатывающих различные сточные 
воды [27]. Высокая представленность Firmicutes в 
системах ТФ объясняется большим разнообразием 
гидрогеназ, которыми они обладают [28], в частно-
сти (FeFe)-гидрогеназ [29]. Филум Proteobacteria, 
довольно широко представленный при ТФ белков 
(МС3) (16%) и в меньшей степени при ТФ жиров 
(МС2) (3%), включают широкий спектр анаэробных, 
факультативно-анаэробных и аэробных грамм-
отрицательных бактерий, использующих различные 
органические субстраты и образующих ЛЖК [30]. 
Представители Proteobacteria являются активными 
продуцентами водорода из-за наличия у них (FeFe)-
гидрогеназ [29]. Показано, что Proteobacteria доми-
нировали при использовании в качестве инокулята 
эффлюента анаэробного реактора, не подвергнутого 
предварительной кислотной обработке [27]. Пример-
но одинаковое относительное содержание предста-
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вителей филума Synergistaceae, составлявшее, соот-
ветственно, 14% и 16%, наблюдалось в микробном 
сообществе, автоселекциировавшемся при ТФ МС2 и 
МС3, и значительно ниже (2%) в МС4. Synergistaceae 
является недавно признанным филумом анаэробных 
бактерий, отрицательно окрашивающихся по Грамму 
[31], представители которых играют важную роль в 
биодеградации ОСВ в анаэробных реакторах и явля-
ются потенциальными кандидатами для использова-
ния в качестве продуцентов водорода [32]. 
Synergistaceae известны своей способностью рас-
щеплять аминокислоты до ЛЖК [33, 34], однако не-
которые виды могут также ферментировать ЛЖК 
через синтрофные взаимоотношения с метаногенами 
[35]. Следовательно, роль представителей этого фи-
лума в сообществе, разлагающем белки (МС3) и жи-
ры (МС2) в процессе ТФ, может быть связана с син-
трофным окислением ацетата и других ЛЖК [36]. 
При использовании МС3 наблюдалась относительно 
высокая (8%) представленность филума 
Coprothermobacterota, которых связывают с высоким 
содержанием белков в перерабатываемых отходах 
[37, 38]. Несмотря на то, что среди продуктов фер-
ментации белков есть водород, склонность 
Coprothermobacterota образовывать синтрофные свя-
зи с водород-использующими археями [39] может 
негативно сказываться на продуктивности водорода 
в системах ТФ. Кроме того, небольшая доля (0,4-
0,5%) Actinobacteria наблюдалась в микробном со-
обществе при ТФ модели жиров (МС2) и белков 
(МС3). Относительно недавно было показано, что их 
представитель Streptomyces rubiginosus может выра-
батывать водород из патоки сахарного тростника 
[40]. Относительное содержание остальных филу-
мов, а именно Epsilonbacteraeota, Thermoleophilia, 
Microtrichales и Coriobacteriia, было незначительным 
(0,1% и менее). 

 
Доминирующие микроорганизмы  

на уровне родов 
 

Различие в биополимерном составе субстратов 
сильно отразилось на разнообразии доминирующих 
микроорганизмов на уровне рода (Рис. 2Б). Наиболее 
разнообразными были микробные сообщества при 
ТФ белков (МС3) и жиров (МС2). Количество родов, 
превышающих 1%, составляло 10 и 11, соответ-
ственно, при ТФ МС2 и МС3. При использовании 
МС2 наиболее представленным родом был 
Thermoanaerobacterium (21%), за которым следовали 
Thermobrachium (19%), Tepidiphilus (16%), 
Acetomicrobium (14%), Romboutsia (9%), Clostridium 
sensu stricto 7 (7%) и Clostridium sensu stricto 1 (3%) 
(Рис. 2Б). Другие роды присутствовали в минорных 
количествах с относительным содержанием 2% и 
менее. Наиболее представленным родом при исполь-
зовании МС3 был Thermobrachium (34%), за которым 
следовали Acetomicrobium (16%), Clostridium sensu 
stricto 7 (12%), Romboutsia (9%) и 
Coprothermobacter (8%). Другие роды присутствова-
ли в минорных количествах с относительным содер-

жанием 2% и менее. При использовании субстратов, 
содержащих углеводы (МС1) как  моносубстрат,  
либо с большим его содержанием (МС4, МС5, МС6), 
разнообразие родов было очень низким. В  частно-
сти, при ТФ МС1, 90% всех OTU принадлежало 
представителям  рода Ruminococcus,  за  которым 
следовали Thermoanaerobacterium (6%) и 
Ruminiclostridium  (3%)  (Рис. 2Б). Чуть более        
разнообразным было микробное сообщество при ТФ 
МС4. Также как и в МС1, наиболее представленным 
родом в МС4 был  Ruminococcus (73%),   за   кото-
рым следовали Thermoanaerobacterium (13%), 
Acetomicrobium (2%) и Romboutsia (2%) (Рис. 2Б). 
Остальные рода составляли 1% сообщества и менее. 
При использовании комплексного субстрата с похо-
жим биополимерным составом, а именно МС6, со-
держащих углеводы, белки и жиры в соотношении 
8,7:4,5:1, в микробном сообществе увеличивалась 
доля Thermoanaerobacterium и снижалась доля 
Ruminococcus, соответственно, до 67% и 26%. Три 
других рода, входящих в филум Firmicutes, а именно 
Romboutsia, Clostridium sensu stricto 7 и Clostridium 
sensu stricto 1, составляли минорную часть микроб-
ного сообщества, с относительным содержанием 3%, 
1% и 1%, соответственно (Рис. 2Б). При использова-
нии МС5, содержащего углеводы, белки и жиры в 
соотношении 19,0:8,4:1, также доминировали пред-
ставители двух родов: Ruminococcus (42%) и 
Thermoanaerobacterium (22%). Однако, в отличие от 
использования других субстратов, при ТФ МС5 так-
же было много представителей родов Bacillus (15%) 
и Moorella (9%), за которыми следовали 
Romboutsia (5%) и Clostridium sensu stricto 7 (2%), а 
остальные рода были представлены в минорных ко-
личествах (1% и менее) (Рис. 2Б). 

Из представленных данных очевидно, что при 
использовании активного ила в качестве инокулята, 
доминирующими родами при ТФ субстратов, бога-
тых углеводами, являются Ruminococcus и 
Thermoanaerobacterium. Наиболее известный пред-
ставитель Ruminococcus, R. albus, считается перспек-
тивным продуцентом водорода за его способность 
утилизировать как гексозы, так и пентозы, при этом 
выход водорода из достигает 2,52 моль/моль глюко-
зы [41]. Различные представители 
Thermoanaerobacterium по праву считаются супер-
продуцентами водорода и широко используются для 
получения водорода и термостабильных ферментов 
из самых разнообразных субстратов, богатых угле-
водами, включающих глюкозу, ксилозу, ксилан, са-
харозу, кукурузные стебли, целлюлозу, пшеничную 
солому, отходы производства пальмового масла и др. 
[42, 43, 44, 45]. Доминирование 
Thermoanaerobacterium, а также Caproiciproducens 
(из семейства Ruminococcaceae) наблюдалось в мик-
робном сообществе ТФ реактора при увеличении 
доли бумажных отходов в смеси с пищевыми отхо-
дами, с использованием мезофильно сброженного 
ОСВ в качестве инокулята [46]. Представители рода 
Bacillus (15% в МС5), как известно, обладают разно-
образным метаболизмом, и способны к образованию 
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водорода из широкого спектра простых (глюкоза, 
ксилоза, арабиноза, лактоза, сахароза и крахмал) и 
комплексных субстратов, богатых углеводами (гид-
ролизат жома сахарного тростника, патока, кожура 
картофеля, биомасса цианобактерий, ОФ-ТКО) [47, 
48]. Ацетогенные Moorella (9% в МС5) могут фер-
ментировать углеводы как с образованием водорода 
[49], так и без образования водорода [49, 50]. В то же 
время, способность потреблять водород в смеси с СО 
[49] и СО2 [51] делает представителей рода Moorella 
не очень желательными микроорганизмами в реакто-
рах, осуществляющих ТФ. 

Как было отмечено выше, в отличие от ТФ бога-
тых углеводами субстратов, в МС2 (жиры) и МС3 
(белки) наблюдалось высокое микробное разнообра-
зие. Единственный известный представитель Ther-
mobrachium, T. celere при разложении глюкозы в 
присутствии дрожжевого экстракта образует CO2, H2, 
ацетат, формиат и этанол [52]. Благодаря высокой 
скорости биохимических процессов и способности 
расти в экстремальных условиях, T. celere считается 
хорошим кандидатом для производства водорода в 
нестерильных условиях при переработке реальных 
органических отходов [53]. Представители рода Ace-
tomicrobium известны своей способностью к произ-
водству водорода. Относительно недавно описанный 
вид A. hydrogeniformans способен производить почти 
четыре молекулы водорода на молекулу глюкозы, 
что является теоретическим максимумом. Также он 
сбраживает другие субстраты, в том числе амино-
кислоты, дикарбоновые кислоты и другие сахара 
[54]. В геномах Romboutsia hominis FRIFIT и Rom-
boutsia lituseburensis A25KT 448 был идентифициро-
ван кластер гена, кодирующего нитрогеназу [55], что 
говорит об их потенциальной способности продуци-
ровать водород. В литературе практически нет упо-
минаний о присутствии Clostridium sensu stricto 7 в 
системах ТФ. В то же время валидно описанный па-

тогенный Clostridium novyi, входящий в кластер 
Clostridium sensu stricto 7 согласно базе данных Silva 
[23], активно продуцирует водородсодержащий газ 
благодаря наличию генов, кодирующих мономерные 
(FeFe) гидрогеназы [28]. Доминирование потенци-
ально опасных Clostridium novyi с высоким относи-
тельным содержанием 65% было показано в эф-
флюенте одного из промышленных анаэробных ре-
акторов, перерабатывающих свиной навоз и куку-
рузный силос [56]. Однако рост Clostridium novyi 
ингибируется при температуре выше 46оС [57], что 
делает маловероятным его присутствие в настоящей 
работе. Представители рода Coprothermobacter (8% 
OTU в МС3) часто выявляются в микробном сооб-
ществе термофильных [37, 38] и гипертермофильных 
[58] реакторов, перерабатывающих богатые белками 
отходы кожевенного производства и навоз КРС [37, 
38], а также сточные воды производства биоэтанола 
[58]. Coprothermobacter proteolyticus использует са-
хара при наличии в среде дрожжевого экстракта и 
рубцовой жидкости или триптиказного пептона [37]. 
Coprothermobacter platensis способен разлагать ком-
плексные субстраты, в том числе желатин, казеин, 
бычий альбумин, пептон, дрожжевой экстракт и са-
хара. При этом основными продуктами брожения 
глюкозы являются ацетат, CO2 и H2 [38]. Отдельные 
представители рода Tepidiphilus (16% OTU в МС2), 
например Tepidiphilus margaritifer, обладают гидро-
геназной активностью, поэтому также могут быть 
потенциальными продуцентами водорода [59]. 
Clostridium sensu stricto 1 (0,7-3,0% OTU) являются 
активными продуцентами водорода [60] и играют 
важную роль в системах ТФ различных отходов [61, 
62]. Представители этого рода являлись основными 
продуцентами водорода из глюкозы при использова-
нии мезофильно сброженного ОСВ, подвергнутого 
тепловой обработке [61]. 
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Рис.2. Составы микробных сообществ на уровнях филума (A) и рода (B) в процессе ТФ простых и комплексных  

субстратов с разным биополимерным составом. 
Fig. 2.  Compositions of microbial communities at phylum (A) and genus (B) levels during DF of simple and complex 

substrates with different biopolymer composition. 
 
 
 

Определение функциональных  
групп микроорганизмов 

 
Для лучшего понимания функции отдельных 

микробных групп в процессе ТФ, были проанализи-
рованы возможные взаимосвязи между основными 
родами (Рис. 2Б) и характеристиками процесса ТФ 
(табл. 2). На рис. 4 представлена корреляция Спир-
мена в виде тепловой карты, которая показывает, что 
род Ruminococcus внес основной вклад в удельный 
выход водорода и высокое содержание водорода в 
биогазе. Статистически значимая положительная 
корреляция наблюдалась между относительным со-
держанием в микробном сообществе представителей 

рода Ruminococcus и концентрацией углеводов, рода 
Bacillus с накоплением лактата и рода 
Acetomicrobium с накоплением валерата. Статистиче-
ски значимая отрицательная корреляция наблюда-
лась между относительным содержанием представи-
телей родов Thermobrachium, Acetomicrobium, 
Romboutsia, Clostridium sensu stricto 7, Clostridium 
sensu stricto 1, Caloramator и Fervidicella с одной 
стороны, и удельным выходом водорода и содержа-
нием углеводов в субстрате, с другой стороны. Этот 
результат объясняется тем, что перечисленные так-
соны в основном были представлены при ТФ суб-
стратов с низким содержанием углеводов. 
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Рис. 4. Тепловая карта корреляции Спирмена между микроорганизмами на уровне рода и биополимерным составом суб-

стратов, а также параметрами процесса ТФ. Статистически значимые значения обозначены символами: ** P <0,01; * Р <0,05. 
Fig. 4. The heat map of the Spearman correlation analysis of microorganisms abundance at the order level, the biopolymer composi-

tion of substrates, and the DF process parameters. Statistically significant values are indicated by symbols: ** P <0,01; * Р <0,05. 
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Архейное сообщество и оценка путей  
образования метана 

 
Следует отметить, что подобранные для проведе-

ния процесса ТФ условия позволили эффективно и 
практически полностью подавить активность мета-
ногенов в настоящей работе. Результаты филогене-
тического анализа последовательностей генов 16S 
рРНК при использовании богатых углеводами суб-
стратов показали полное отсутствие архей. При ис-
пользовании жиров (МС2) образование водорода 
прекратилось на 8-ые сутки, после чего через 1-2 
суток в газовой фазе начала расти концентрация ме-
тана. Несмотря на относительно высокое содержание 
метана (до 26%) в биогазе, выход метана количе-
ственно был очень мал и осуществлялся водород-
использующими Methanothermobacter (86% архейной 
составляющей), а также Methanosarcina (14% ар-
хейной составляющей), способными потреблять раз-
ные субстраты. В то же время, количественно археи 
составляли только 0.1% всего микробного сообще-
ства, как в МС2, так и в МС3. Выход водорода при 
ТФ белков (МС3) практически прекратился на 3-ьи 
сутки инкубации, на 7-ые сутки начала возрастать 
концентрация метана (до 46%) в образующемся био-
газе. Все идентифицированные метаногены относи-
лись к водород-потребляющим Methanothermobacter.  

Для получения дополнительной информации о 
путях образования метана в системе ТФ, 10 образцов 

биогаза из МС2 и МС3, содержащих концентрацию 
метана более 0.5%, были проанализированы на со-
став стабильных изотопов δ13C. Пути метаногенеза 
можно оценить по кажущемуся коэффициенту фрак-
ционирования 𝛼𝛼С (ур. 2). Чем больше значение 𝛼𝛼С, 
тем большим является вклад водородотрофного пути 
в общее производство метана. Принято считать, что 
при 𝛼𝛼С >1,065, 𝛼𝛼С <1,025 и 𝛼𝛼С около 1,045 образова-
ние метана идет, соответственно, по водородотроф-
ному, ацетокластическому и смешанному пути [18]. 
Исходя из данных в табл. 4, метаногенез в процессе 
ТФ МС2 и МС3 шел по смешанному пути с неболь-
шим преобладанием водородотрофного пути. Обра-
зование части метана из ацетата, видимо, связано с 
наличием в архейном сообществе представителей 
Methanosarcina, известных своей способностью пе-
реносить стрессовые факторы, такие как высокие 
концентрации аммония и солей, шоковые изменения 
рН и нагрузки по ОВ [63]. В то же время, образова-
ние метана в нашей работе стало активным только 
после прекращения образования водорода и сниже-
ния его концентрации в биогазе ниже 3%. Одной из 
причин, вероятно, было то, что слишком высокое 
парциальное давление водорода в газовой фазе инги-
бировало ацетокластический метаногенез. В частно-
сти, такой эффект был показан для представителей 
Methanosarcina в работе [64]. 

 

Таблица 4  
Показатели стабильных изотопов δ13C в процессе ТФ с использованием в качестве субстратов подсолнечного масла и 

пептона. Данные представлены как среднее значение ± стандартное отклонение (n = 5). 
Table 4 

Stable isotopes δ13C  in the DF with sunflower oil (MS2) and peptone (MS3) as substrates.  
The data are presented as average value ± standard deviation (n = 5) 

 

Параметр МС2 МС3 
δ13С-СН4 -62,23±1,15 -62,23±0,79 
δ13С-СО2 -13,19±0,90 -17,47±4,05 

𝛼𝛼С 1,052±0,001 1,048±0,004 
 
 

Заключение 
 

Результаты исследования показали, что незави-
симо от биополимерного состава субстратов в мик-
робном сообществе доминировали представители 
Firmicutes (67-100%), что говорит о крайне важной 
роли этого филума для процесса ТФ. Ruminococcus 
(26-90%) и Thermoanaerobacterium (6-67%) домини-
ровали при ТФ субстратов, богатых углеводами. В 
отличие от углеводов, ТФ жиров и белков характери-
зовалась большим микробным разнообразием. При 
использовании жиров доминировали 
Thermoanaerobacterium (21%), 
Thermobrachium (19%), Tepidiphilus (16%) и Acetomi-
crobium (14%), а при использовании белков - 
Thermobrachium (34%), Acetomicrobium (16%) и 
Clostridium sensu stricto 7 (12%). Максимальным был 
выход водорода из крахмала (138 мл/г ОВ), мини-

мальный – из жиров (4,9 мл/г ОВ) и белков (4,1мл/г 
ОВ).  Ruminococcus внес основной вклад в высокий 
удельный выход водорода и содержание водорода в 
биогазе. Минорные количества метана при ТФ бел-
ков и жиров были образованы Methanothermobacter и 
Methanosarcina, с небольшим преобладанием водо-
родотрофного пути, согласно анализу стабильных 
изотопов 13С. 
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