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ВВЕДЕНИЕ 

 

Актуальность. Культивирование микроорганизмов является хорошо изучен-

ной и освоенной стадией, ставшей уже рутинной в технологиях биосинтеза, биопе-

реработки, биологической очистки. Вместе с тем, как ключевая стадия, на которую 

приходится 10–90% затрат в себестоимости продукции, она по-прежнему остается 

основным объектом исследований и совершенствования в биотехнологии и биоин-

женерии. 

С точки зрения все возрастающих эколого-экономических требований тради-

ционные представления об экологичности технологии связаны с минимизацией от-

ходов и загрязнений, поступающих в окружающую среду. В таких технологиях ши-

роко используются процессы очистки и переработки побочных потоков «на конце 

трубы» (end-of-pipe processes). Это требует больших капиталовложений в очистные 

сооружения, в установки переработки отходов. 

С другой стороны, наиболее передовая зарубежная практика, не отвергая тра-

диционные варианты совершенствования методов ферментации и технологических 

решений, демонстрирует, что экологические требования к технологиям и биотехно-

логиям в современных условиях должны формироваться с учетом методологии эко-

логически чистых производств, использования превентивных методов устране-

ния загрязнений и отходов, оценки риска их воздействия на окружающую среду и 

человека, затрат на снижение риска, а также с анализом жизненного цикла внедряе-

мых технологий и продуктов [1]. При этом, следуя таким приоритетам в решении 

вопросов охраны окружающей среды, как «Предотвращение образования отходов и 

загрязнений» и «Уменьшение образования отходов и загрязнений», повышенные 

экологические требования должны предъявляться и к природоохранным технологи-

ям: очистке сточных вод и газовоздушных выбросов, переработке вторичных отхо-

дов, ремедиационным мероприятиям. В этой связи возникает задача оптимального 

сочетания требований невысокой цены, высокого качества и соблюдения экологиче-

ских стандартов. Решение этой задачи обусловлено наличием рациональных ин-

струментов стимулирования природоохранной деятельности, экологически и эконо-

мически эффективных технологий и производств. 

Надо отметить, что в настоящее время не существует согласованного единого 

определения экологически чистого производства (чистого производства). Програм-

мой защиты окружающей среды ООН (ЮНЕП) и Организацией объединенных 

наций по промышленному развитию (ЮНИДО) чистое производство (Сleaner Pro-

duction) было определено как непрерывное использование совокупной превентивной 

стратегии защиты окружающей среды для процессов и изделий с целью снижения 
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как ближайших, так и отдаленных рисков для человека и окружающей среды [1]. В 

развернутом понимании под чистым производством чаще всего подразумевают бо-

лее глобальный превентивный подход к защите окружающей среды, который бы ад-

ресовался ко всем фазам производства или жизненного цикла продукции. 

Основные принципы, особенности и подходы методологии экологически чи-

стых производств, ряд примеров ее использования для совершенствования методов 

переработки органических отходов и биологической очистки сточных вод были рас-

смотрены подробно нами ранее [2]
1
. 

В соответствии с пониманием чистого производства приоритеты в мероприяти-

ях по снижению количества загрязнений в результате производственной деятельно-

сти располагаются следующим образом (в порядке убывания) [1]: 

– предотвращение образования отходов и загрязнений, 

– уменьшение образования отходов и загрязнений, 

– повторное и циклическое использование отходов, 

– обработка с восстановлением энергии и материалов, 

– обезвреживание и нейтрализация отходов и загрязнений, 

– удаление на конечном этапе («на конце трубы»). 

Накопленный опыт показывает, что предотвращение загрязнения, в отличие от 

очистки «на конце трубы», является более выгодным с экономической точки зрения 

и лучше соответствует задачам устойчивого и экологически безопасного развития. 

Устранение загрязняющих агентов на месте или вблизи их источника обычно обхо-

дится дешевле, чем сбор, обработка и удаление отходов. 

На сегодня многие российские приоритеты в охране окружающей среды не от-

вечают подходам чистого производства. Например, большинство из мероприятий, 

указанных в «Перечне превентивных природоохранных мероприятий» [3], разрабо-

танном в соответствии с инструктивно-методическими указаниями Минэкономики, 

Минфина, Минприроды, ориентировано на обработку отходов и обезвреживание за-

грязнений на конце технологической цепочки, т.е. не являются «превентивными». 

Предпочтение отдается решениям по удалению загрязняющих веществ в конце тех-

нологического процесса, что административно легче проконтролировать.  

Анализ вариантов применения методологии экологически чистого производ-

ства в отношении микробиологического синтеза, биодеструкции и биологической 

очистки позволил акцентировать внимание на таких решениях, которые воспроизво-

дят или моделируют процессы, протекающие в природных средах. Подробно наибо-

                                                 
1
Кузнецов А.Е. и др. Прикладная экобиотехнология : в 2 тт. – М.: БИНОМ. Лаборато-

рия знаний, 2010. – т. 1 – 629 с., т. 2 – 485 с. Переиздание 2012, 2015 гг. 
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лее важные особенности природных процессов, с акцентом на участие микроорга-

низмов, были рассмотрены нами ранее [4]
1
. Их характерные черты: 

– сочетание по месту и времени абиотических и биотических процессов 

трансформации веществ в единой экологической нише; 

– протекание процессов самоочищения, особенно важных для устойчивого 

функционирования замкнутых экосистем; 

– отсутствие одновременно оптимальных, комфортных условий для всех орга-

низмов популяции или их сообществ, нахождение большей их части в неоптималь-

ных условиях, в состоянии, характеризуемом как стресс; 

– множественность устойчивых состояний сообществ. 

В природных условиях биологические процессы протекают во взаимодействии 

с абиотическими: физическими, физико-химическими, химическими, фотохимиче-

скими. В наиболее яркой форме это наблюдается в тонком поверхностном слое поч-

вы или воды, где одновременно бурно развивается жизнь, протекают химическая и 

фотохимическая трансформация и деградация различных веществ [4-9]. 

В традиционных методах культивирования обычно мало обращается внимания 

на такие природные факторы, как микрогетерогенности, градиенты субстратов и 

продуктов, стрессовые воздействия (дефицит питания, неоптимальные температура, 

pH, Eh, соленость, воздействие токсичных веществ, недостаток или избыток солнеч-

ного света, УФ-излучения, кислорода и его активных форм: перекисей, радикалов и 

т.д.), для противодействия которым микроорганизмы эволюционно выработали и 

используют различные антистрессорные системы ответа. Важна также структурная 

и пространственно-временная организация сообществ организмов, распределение их 

по экологическим нишам, функциональная роль отдельных групп микроорганизмов 

в единой системе. Не учитываются множественность устойчивых состояний сооб-

ществ [10, 11], чувствительность к слабым воздействиям [12, 13], наличие есте-

ственных периодичностей и биоритмов [14-17], распределение по экологическим 

нишам, возможное протекание абиотических реакций: каталитических, фотохимиче-

ских, химических гидролитических, окислительно-восстановительных [4-7], их уча-

стие в процессах самоочищения [5, 8]. Такие экологические факторы «второго пла-

на» могут не оказывать решающего влияния на живые организмы, но тем не менее в 

определенной мере воздействовать на ход биологических процессов. Целенаправ-

ленная и контролируемая реализация комплекса этих условий и процессов в единой 

биотехнологической системе создает основу для совершенствования методов управ-

ляемого культивирования микроорганизмов и означает переход от методов управля-

                                                 
1
Кузнецов А.Е., Градова Н.Б. Научные основы экобиотехнологии. – М. Мир, 2006. – 

504 с. 
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емого культивирования к методам управляемой экологической ниши, в которой 

для микроорганизмов воспроизводится естественная среда обитания, моделируются 

природные экосистемы, круговороты веществ и их перенос по трофическим цепям. 

Такой подход может привести к созданию основ для разработки экологически дру-

жественных биотехнологий нового поколения, в которых протекают целевые про-

цессы и в то же время образуются минимальные количества отходов, загрязненных 

стоков, более рационально используются субстраты. 

Самоочищение природных сред – это процесс совместного, во многом одно-

временного действия биоты, химически-активных частиц, активных форм кислорода 

– АФК (H2O2 и др.), ионов железа, марганца и др. Очевидно, за долгое время эволю-

ции живые организмы адаптировались к одновременному протеканию биотических 

и абиотических процессов. Изолированные и помещенные в искусственную среду 

обитания они лишаются привычных условий, даже при поддержании оптимальных 

значений таких традиционно контролируемых факторов как температура, pH, Eh, 

концентрации субстратов, доноров и акцепторов электронов.  

Из рассмотрения микробных экосистем как единой, целостной совокупности 

абиотических и биотических процессов вытекает следующее положение: в биореак-

торах и биосистемах нового поколения должны поддерживаться не только опти-

мальные значения абиотических экологических факторов, но и воспроизводиться 

совмещенные по месту и времени абиотические и биотические процессы, благо-

приятно воздействующие на жизнедеятельность, физиологическое состояние и био-

логическую активность используемых организмов.  

Совмещенные процессы повсеместно наблюдаются в природе. Например, од-

новременно и в одном и том же месте протекают процессы химического гидролиза и 

биодеструкции соединений, химического и биологического выщелачивания, окисле-

ния в водных и почвенных средах, включения остатков соединений в природные по-

лимеры в результате химического и биологического катализа [4-7]. Биотехнологиче-

ские системы, в которых целенаправленно реализуются с совмещением по месту и 

времени биотические и абиотические процессы в одной и той же системе культиви-

рования, можно назвать совмещенными. При соответствующем инженерно-

техническом оформлении такие совмещенные (сопряженные, гибридные) систе-

мы могут оказаться не только технологически и экономически эффективными, но и 

малоотходными, соответствующими критериям экологически чистых технологий.  

К совмещенным процессам или системам могут быть отнесены: 

– биологические и механические (рост микроорганизмов, микробиологический 

или ферментативный катализ или деструкция с одновременным разделением компо-
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нентов ферментационной среды, с фракционированием клеток и внеклеточных про-

дуктов биосинтеза мембранными методами, седиментацией, сепарацией); 

– биологические и физические (синхронизация эндогенных биоритмов с экзо-

генными ритмами); 

– биологические и физико-химические (рост микроорганизмов, биосинтез или 

биодеструкция с одновременным фракционированием и извлечением продуктов ре-

акций физико-химическими методами: адсорбцией, экстракцией, осаждением, от-

гонкой и т.п.); 

– биологические и химические (биологический и химический катализ на по-

верхности минералов в природных средах, биодеструкция органических соединений 

микроорганизмами и химическая деструкция активными формами кислорода, про-

оксидантное и антиоксидантное воздействие и др.); 

– биологические и электрохимические (выщелачивание сульфидных минералов 

тиобактериями, культивирование железоокисляющих бактерий в биореакторе с 

электрохимическим регенерированием ионов Fe
2+

); 

– биологические и фотохимические (например, деструкция органических со-

единений при одновременном воздействии микроорганизмов и мягкого ультрафио-

летового излучения УФА и УФБ- диапазонов); 

– биологические и биологические (примеры – анаэробные и аэробные, нитри-

фикация и денитрификация, биосинтез и биодеструкция). 

В той или иной форме совмещенные процессы наблюдаются в различных си-

стемах культивирования микроорганизмов: при сочетании биологического процесса 

с отводом части продуктов из зоны реакции, если микробные клетки удерживаются 

в зоне реакции (при иммобилизации, фиксации, механическом удерживании, биоб-

растаниях), при одновременном протекании анаэробных и аэробных процессов в 

биопленках, гранулах, микроагрегатах, различных зонах биореакторов.  

Не всегда можно вычленить совмещенные процессы как методы управляемого 

биосинтеза и биодеструкции из других, традиционных вариантов. 

Возможные отличительные признаки совмещенных процессов: 

– в традиционных биотехнологиях биообъект изолируют от окружающей сре-

ды, в совмещенных процессах – встраивают в условия, приближенные к природным; 

– управляемый биологический процесс протекает в условиях, имитирующих 

естественные, в отличие от традиционного подхода с поддержанием лишь наиболее 

важных параметров среды при проведении процесса в биореакторах или других си-

стемах культивирования микроорганизмов; 

– контроль и использование для поддержания жизнедеятельности микроорга-

низмов таких факторов окружающей среды, как микрогетерогенность сред, наличие 
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градиентов концентраций субстратов и продуктов реакций, реакционно активных 

частиц (каталитически активных, радикальных, перекисных и т.п.), естественных 

ритмов [17], которые возникают и существуют в переходных, динамически меняю-

щихся условиях и в природных средах могут регулировать протекание тех или иных 

биологических реакций; 

– использование абиотических процессов, протекающих вне клетки, а также 

инженерно-технологических средств (систем макроуровня) для смещения равнове-

сия реакций в реакторах и увеличения выхода целевого продукта, повышения био-

доступности субстратов, целенаправленного изменения хода внутриклеточных и 

внеклеточных процессов биосинтеза и биокатализа; 

– в отличие от систем с иммобилизованными микроорганизмами, ферментами, 

органеллами возможность селективного вывода из зоны реакции или возврата в си-

стему определенных продуктов биосинтеза, раздельного управления группами мик-

роорганизмов в смешанных или симбиотических культурах; 

– целенаправленное изменение хода внутриклеточных и внеклеточных процес-

сов биосинтеза традиционными инженерно-технологическими средствами (на мак-

роуровне), в отличие от генно-инженерных методов; 

– наличие кооперативных эффектов при одновременном протекании процессов 

различной природы в едином реакционном объеме; 

– возможность использования микроэволюции, автоселекции для отбора ста-

бильных микроэкосистем с желаемыми свойствами при сочетании небиологических 

и биологических процессов. 

В то же время разработка совмещенных систем связана и с поисками ответов на 

такие вопросы как: 

– пределы возможностей живых организмов; 

– направленность микроэволюции при взаимодействии абиотических и биоти-

ческих процессов; 

– какие регуляторные механизмы, механизмы поддержания внутриклеточного 

гомеостаза, задействованные в отклике живых систем на абиотические воздействия, 

можно использовать для управления ростом, биосинтезом, биокатализом, биоде-

струкцией. 

Не исключено, что как направление прикладных работ сомещенные процессы 

могут представлять интерес не только для разработки новых биометодов, но и полу-

чения новых биомодифицированных материалов, наночастиц металлов или их хи-

мических соединений, для получения препаративных форм иммобилизованных пре-

паратов в условиях управляемой иммобилизации при совместном протекании, 
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например биоадгезии, образования коллоидов и формирования полимерных агрега-

тов в микроэволюционном процессе и т.п. 

С научной точки зрения интересна эволюция популяций микроорганизмов и их 

свойств в условиях протекания совмещенных процессов. Фундаментальное значение 

исследований может быть связано с изучением проблем старения популяций и ин-

дивидуальных организмов. 

Таким образом, совмещенные процессы можно рассматривать как одно из 

направлений разработки биотехнологических систем, моделирующих природные 

экосистемы и целенаправленно воспроизводящих в них абиотические и биотические 

реакции в контролируемых условиях. 

В качестве совмещенных биокаталитических систем интересны системы, ис-

пользующие гетеротрофные микроорганизмы и окислительные свойства перекисей 

и ионов переходных металлов, участвующих в природных процессах самоочищения. 

В отношении деструкции стойких ксенобиотиков такие системы могут оказаться 

эффективнее из-за большой окислительной способности химических реагентов [5-7] 

и быть более экологически дружественными вследствие образования меньшего ко-

личества вторичных отходов в экосистеме с биореактором. Как самостоятельные ре-

акционноспособные агенты, перекиси и ионы переходных металлов довольно широ-

ко апробируются и используются в различных системах химической и физико-

химической очистки. Однако анализ литературы показал отсутствие системных ис-

следований в разработке совмещенных абиотических и биотических процессов, в 

том числе с участием АФК. Имеются лишь единичные и косвенные указания на воз-

можные положительные эффекты.  

Цель и задачи исследований. Основная цель настоящей работы заключалась в 

обосновании и разработке научных основ совершенствования микробиологических 

процессов культивирования, с учетом приоритетов экологически чистого производ-

ства и воспроизведения совмещенных процессов при построении биотехногенных 

экосистем по принципам функционирования природных экосистем.  

В соответствии с поставленной целью в исследованиях и при выполнении экс-

периментов решались следующие задачи: 

– научно-методологическое обоснование совершенствования микробиологиче-

ских процессов культивирования с учетом приоритетов экологически чистого про-

изводства; 

– исследование способов минимизации вторичных отходов при проведении 

процессов биосинтеза и биодеструкции, в частности, в периодическом режиме без 

подпитки и с подпиткой высоконцентрированным субстратом, непрерывном хемо-

статном, режиме с полным рециклом активного ила, в мембранном биореакторе; 
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– исследование процессов автоселекции микроорганизмов при одновременном 

протекании химических и фотохимических окислительных процессов, подбор усло-

вий совместимости химических, фотохимических и биологических процессов в еди-

ном пространстве и во времени; 

– совершенствование микробиологических систем культивирования на основе 

воспроизведения процессов самоочищения, сочетания абиотических и биотических 

реакций в едином объеме и времени, как это наблюдается в природных средах, экс-

периментальная оценка возможностей предложенных систем, выбор наиболее пер-

спективных вариантов; 

– исследование гибридных химических и микробиологических, фотохимиче-

ских и микробиологических систем культивирования и биологической очистки, со-

четающих в едином пространстве и во времени физико-химические, химические, 

фотохимические и биологические процессы; 

– исследование процессов ферментации и биологической очистки в условиях 

стресса, в первую очередь оксидативного. 
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ГЛАВА 1. РАСШИРЕНИЕ ВОЗМОЖНОСТЕЙ СОВЕРШЕНСТВОВАНИЯ 

И ЭКОЛОГИЗАЦИИ ПРОЦЕССОВ ФЕРМЕНТАЦИИ И БИОЛОГИЧЕСКОЙ 

ОЧИСТКИ С УЧЕТОМ ОСОБЕННОСТЕЙ ФУНКЦИОНИРОВАНИЯ  

УСТОЙЧИВЫХ ПРИРОДНЫХ ЭКОСИСТЕМ 

 

1.1. Экологически чистые методы в совершенствовании процессов  

       ферментации и биологической очистки 

 

1.1.1. Совершенствование процессов ферментации 

 

Традиционная идеология управляемой ферментации направлена, как правило, 

на поддержание стабильных и наиболее комфортных условий, при которых потен-

циал микробных культур и популяций может быть реализован в наибольшей степе-

ни. Вместе с тем очевидно несовершенство большинства методов, применяемых на 

стадии культивирования микроорганизмов: зачастую низкие выход и содержание 

целевых продуктов в постферментационных средах, большое количество побочных 

продуктов, сточных вод в виде остатков культуральных жидкостей с большим коли-

чеством органических загрязнений, стоков в процессе фракционирования и очистки, 

отходов в виде отработанной и избыточной биомассы, шламов; высокие затраты 

энергии и топлива и т.д. Однако с точки зрения экологически чистого производства 

из критериев эффективности ферментации: максимальная производительность или 

продуктивность, высокий уровень накопления продукта, высокий коэффициент кон-

версии основного субстрата в продукт чистому производству соответствует лишь 

высокий коэффициент конверсии и отчасти высокий уровень накопления целевого 

продукта (за счет снижения количества стоков, уменьшения энергозатрат на стадии 

выделения продукта). 

К типичным решениям по экологизации относят создание замкнутого малоот-

ходного по сточной воде производства. В биотехнологическом производстве воз-

вращают на стадию ферментации отработанную культуральную жидкость (основной 

поток сточных вод) [18], что приводит к уменьшению объема сточных вод, но одно-

временно к существенному повышению количества накапливаемых неутилизируе-

мых примесей, побочных продуктов жизнедеятельности микроорганизмов и, кроме 

того, ухудшает качество целевого продукта, увеличивает содержание в нем тяжелых 

металлов и других вредных примесей.  

Более перспективен, на наш взгляд, вариант рецикла культуральной жидкости 

после ее дополнительной обработки и разделения на отдельные компоненты, как это 

было показано нами на примере получения кормовых дрожжей р. Candida и при 

биосинтезе лизина [19-23].  
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В метаболически замкнутом производстве бесклеточная жидкость, получаемая 

после культивирования и отделения клеток одного типа микроорганизмов, служит 

основой питательной среды в каком-либо другом процессе, продуцент которого не 

ингибируется, и, возможно, даже активируется метаболитами предыдущей стадии.  

С целью экономии сырья, электроэнергии, тепла, охлаждающей воды может 

оказаться целесообразным целенаправленное ведение ферментационного процесса в 

режиме лимитирования по граничным значениям параметров. Например: 

– использование режима лимитирования роста подачей кислорода, который в 

ряде случаев не приводит к существенному изменению в выходе биомассы и содер-

жании в ней белка, но позволяет экономить электроэнергию на аэрацию [24, 25]; 

– саморазогрев и саморегулирование температуры ферментера при росте био-

массы вследствие выделения тепла биосинтеза – процесс авторегулируемый и ино-

гда позволяет снизить расход охлаждающей воды без ухудшения технологических 

показателей и качества продукта; 

– культивирование в режиме с подпиткой субстратом при лимите по субстрату, 

повышающее выход целевого продукта, что обусловлено устранением репрессии 

роста и биосинтеза избытком субстрата [24, 25]; 

– использование анаэробно-аэробных методов конверсии органического сырья; 

– снижение количества азота, вносимого в исходную питательную среду с ми-

неральными солями, до уровня в 2–3 раза ниже количества, требуемого исходя из 

материального баланса. Остальное количество азота можно добавлять в фермента-

ционную среду с аммиачной водой, используемой к качестве титрующего агента. 

Такой режим позволяет снизить общий расход азота на ферментацию и может даже 

привести к некоторому увеличению суммарного выхода биомассы. Это обусловлено 

устранением азотной репрессии, наблюдаемой у многих микроорганизмов-

продуцентов при избытке азота, при которой действует менее экономичная система 

транспорта азота в клетку. 

 

1.1.2. Совершенствование процессов биологической очистки сточных вод 

 

Биологическая очистка сточных вод, как важный элемент техногенных экоси-

стем, весьма несовершенна с точки зрения методологии управляемого культивиро-

вания микроорганизмов. Очевидно, это объясняется огромными потоками стоков, 

поступающих на очистку, что не позволяет их изолировать от окружающей среды и 

перерабатывать методами асептической ферментации. Несмотря на эти особенности, 

рациональное применение решений, найденных для совершенствования методов 

ферментации, здесь может иметь наибольшее практическое значение. В этой связи в 
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нашей работе биологической очистке сточных вод, как объекту исследований, уде-

лялось большое внимание. 

В настоящее время отечественные нормативы к очистке воды по сравнению со 

странами Европы намного более строгие. Например, по российским стандартам год-

ной для сброса в водоемы рыбохозяйственного назначения считается вода с уровнем 

ХПК 15 мг/л (в Западной Европе 125 мг/л), уровнем БПК5 6 мг/л (в Западной Европе 

20 мг/л), NH4
+
 0,5 мг/л (в Западной Европе 10 мг/л), PO4

3-
 0,2 мг/л (в Западной Ев-

ропе 1 мг/л). Поддержание таких стандартов требует постройки высокоэффектив-

ных многоступенчатых очистных сооружений, следовательно – высоких затрат на 

очистку стоков, поэтому если имеется возможность снизить требования к качеству 

очищенной воды, выбирают оптимальную степень очистки. По российским же нор-

мам одновременно обеспечивать высокие стандарты очистки и внедрять ресурсосбе-

регающие недорогие технологии очистки тем более сложно. Требуется существен-

ная модернизация существующих методов или внедрение принципиально новых 

решений.  

В России с 1 января 2016 года вступило в действие постановление Министер-

ства природных ресурсов и экологии РФ, вынуждающее налоговыми мерами пере-

ход действующих предприятий к наилучшим доступным технологиям [26а, 26б, 

26в].  

С экологической точки зрения традиционные системы биологической очистки 

имеют недостатки по нескольким причинам, среди которых: 

– необходимость разбавления загрязненных стоков с повышенными концен-

трациями токсичных соединений для предотвращения отрицательных воздействий 

токсикантов на биологические агенты систем очистки; это приводит к повышению 

объемов перекачиваемых и обрабатываемых загрязненных потоков и, соответствен-

но, затрат на очистку; 

– невысокие концентрации активных илов и активно функционирующих био-

пленок в традиционных анаэробных и аэробных реакторах (метантенках, септитен-

ках, аэротенках, биофильтрах), что снижает скорости биодеструкции загрязнений и 

ведет к увеличению рабочего объема очистных сооружений; 

– сложности с обеспечением массообменных условий и повышенные энергоза-

траты для снабжения микроорганизмов кислородом в аэробных системах биологи-

ческой очистки; 

– необходимость организации стадии доочистки сточных вод в случае повы-

шенных требований к качеству очистки выходных потоков; 
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– образование вторичных загрязнений – активного ила, шламов; дополнитель-

ные затраты на концентрирование активного ила; его хранение в районах складиро-

вания приводит к отчуждению и загрязнению почв и грунтовых вод; 

– необходимость внесения минеральных компонентов питания – источников 

азота, фосфора, органических косубстратов для обеспечения требуемого уровня ак-

тивности биоценозов очистных систем; неконтролируемое использование этих до-

бавок в загрязненные среды может приводить к эвтрофикации природных водоемов, 

накоплению нитратов в грунтовых водах и другим нежелательным последствиям; 

– неоптимальный тепловой баланс, что ведет к замедлению скорости биологи-

ческой очистки; 

– трудности адаптации активного ила к широкому спектру ксенобиотиков при 

их разложении в составе общих промстоков; 

– необходимость регенерации активного ила после пребывания во вторичном 

отстойнике и, соответственно, регенератора в аэротенках для восстановления окис-

лительной активности микроорганизмов, что приводит к потере полезного объема 

аэротенка, снижению его производительности и, как следствие, потребности в 

больших площадях под очистные сооружения. 

С точки зрения экологически чистого производства биоочистные установки 

должны быть компактными, ресурсосберегающими, обеспечивать необходимое ка-

чество очищенной сточной воды, биологические агенты должны выдерживать высо-

кие концентрации токсикантов и других загрязнений, их разложение в биореакторах 

до безопасных продуктов должно быть близко к 100%, количество вторичных отхо-

дов и загрязнений, образующихся в очистных сооружениях, должно быть незначи-

тельным [27]. 

Надо отметить, что в настоящее время в отечественной практике при уровне 

ХПК в воде на входе в очистные сооружения не выше 1000–2000 мг/л используются, 

как правило, одноступенчатые или многоступенчатые системы биологической 

очистки на основе аэротенков классического типа или их модификаций. При этом в 

одностадийном аэробном процессе удается снизить содержание загрязнений на вы-

ходе лишь до 60–100 мг/л (по ХПК), что в 3–5 раз выше российских природоохран-

ных требований. Поэтому сточную воду приходится разгружать в городскую кана-

лизацию на общегородские очистные сооружения либо в естественные или искус-

ственные системы доочистки по установленным региональным нормам и лимитам 

сброса. Использование же дополнительных систем доочистки сточных вод или уве-

личение объемов сооружений ведет к росту капитальных и эксплуатационных за-

трат, территории, занятой под водоочистку. При повышении степени очистки с 85 до 
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95% расходы возрастают в 2–3 раза, а свыше 95% – примерно в 10 раз на каждый 

дополнительный процент повышения степени очистки [26а¸ 26б]. 

Традиционные подходы совершенствования систем биологической очистки, 

которые в некоторой степени могут быть отнесены к экологически чистым решени-

ям, нацелены на интенсификацию работы аэротенков: повышением концентрации 

ила в сооружении, выравниванием нагрузки на ил и исключением шоковых перегру-

зок, созданием оптимальных условий по рН и температуре, созданием определенной 

гидродинамической структуры в сооружении, улучшенным снабжением кислоро-

дом, использованием схем очистки  с анаэробными, аноксичными и аэробными зо-

нами и т.п.  

Один из путей совершенствования аэробной биологической очистки сточных 

вод связан с управлением качеством активного ила с целью поддержания его высо-

кой окислительной способности, уменьшения вспухаемости и пенообразования в 

аэротенках [28, 29], улучшения седиментационных свойств во вторичном отстойни-

ке, адгезии ила при очистке на биофильтрах и в биотенках и, напротив [30-33], сни-

жения адгезионных, адсорбционных свойств при очистке, например, в мембранных 

биореакторах, для которых проблема загрязнения активным илом и, как следствие, 

снижение проницаемости мембран является приоритетной [34-45]. 

Для уменьшения затрат на аэрацию в аэротенке более тщательно контролиру-

ется и оптимизируется содержание растворенного кислорода в различных зонах 

аэротенка, используются аэрирующие устройства с регуляторами расхода воздуха 

или мощности привода, совершенствуется конструкция вторичных отстойников [28, 

30]. Ухудшение работы аэрационной системы в аэротенках вследствие зарастания 

илом нарушает режим аэрации, снижает их окислительную мощность, вызывает 

осаждение ила, ведет к перерасходу электроэнергии на аэрирование.  

В последнее время широкое распространение получила интенсификация хими-

ческими и биохимическими способами. Многие из этих методов используются в 

процессах культивирования микроорганизмов и биосинтеза и апробированы в тех-

нологиях биологической очистки сточных вод. Среди них: 

– Внесение экзоферментов для интенсификации процесса биоокисления. Метод 

малоэффективен и требует большого расхода ферментов, поскольку в проточных 

системах биоочистки рецикл их в очистные сооружения затруднен.  

– Внесение различных биологически активных добавок (например, стероидов), 

факторов роста (витаминов, аминокислот, гидролизатов ила и т.п.), защитных и дру-

гих веществ, стимулирующих развитие микроорганизмов ценозов очистных соору-

жений и их окислительную активность.  
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– Внесение добавок – субстратов (косубстратов), которые индуцируют необхо-

димую биохимическую активность микробных деструкторов и вовлекают биологи-

чески стойкие загрязнения в процессы кометаболизма.  

– Использование методов, повышающих биодоступность загрязнений: добав-

ление ПАВ, специальных сорбентов, обработка ультразвуком, предобработка хими-

ческими окислителями: O2, O3, H2O2, ультрафиолетом, ионизирующей радиацией, 

электролизом, фотокаталитическое, кавитационное воздействие, а также методов, 

обеспечивающих транспорт кислорода в системе, например, при обработке почвы 

пероксидом водорода. 

– Искусственное воздействие мутагенных факторов [46]. Установлено, что об-

работка химическими мутагенами приводит к изменению деструктивной активности 

популяции, прироста ила в сторону его увеличения и повышает интенсивность окис-

ления загрязнений в промышленных сточных водах. 

– Проведение биологической очистки в режиме разобщения процессов роста и 

окисления субстратов, например, путем ограничения содержания микроэлементов в 

очищаемой среде или с перерывами в подаче сточной воды. Такой режим позволяет 

уменьшить количество избыточного активного ила. 

– Использование специально селекционированных культур микроорганизмов, 

адаптированных к потреблению конкретной группы загрязнений с целью повыше-

ния скорости и степени деструкции загрязнений.  

Очистка сточных вод с помощью специальных культур микроорганизмов полу-

чила название микробного метода [47]. Ряд таких микроорганизмов выпускается в 

виде специализированных биопрепаратов. Однако, как правило, биопрепараты эф-

фективны только в пусковой период работы очистных сооружений, поскольку со 

временем специально внесенные микроорганизмы вытесняются микрофлорой есте-

ственно складывающегося биоценоза очистных сооружений. 

Определенный положительный эффект может быть достигнут при простран-

ственном разделении компонентов очистных биоценозов по экологическим нишам, 

в частности, применяя ступенчатую схему очистки [48, 49]. В этом случае исполь-

зуют активные илы или биопленки, приспособленные к окислению отдельных групп 

органических загрязнений, разлагаемых в двух- или многоступенчатом процессе. 

Применение ступенчатой схемы очистки тем эффективнее, чем больше разница в 

скоростях биохимического окисления отдельных компонентов сточных вод.  

Одним из возможных решений с точки зрения экологически чистого производ-

ства может быть внедрение локальных очистных сооружений (ЛОС) на предприяти-

ях для обработки стоков с достаточно узким набором специфических загрязнений 

[50]. На ЛОС происходит удаление основной массы загрязнений, что позволяет за-
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тем направить стоки на общепроизводственные очистные сооружения, представля-

ющие обычно сооружения биологической очистки. Внедрение ЛОС целесообразно, 

когда отработанный локальный технологический поток содержит ценные побочные 

продукты или, наоборот, – особо токсичные трудноразлагаемые загрязнения. В этом 

случае локальные промстоки можно очищать с помощью культур микроорганизмов-

деструкторов, селекционированных для каждого конкретного производства, исполь-

зуя высокоинтенсивные специализированные реакторы (с иммобилизованными 

микроорганизмами, мембранные реакторы, биосорберы и другие системы). Для не-

которых производств, например антибиотиков, из сточных вод в окружающую среду 

могут попадать штаммы микроорганизмов, в том числе и условно-патогенные фор-

мы, приобретшие устойчивость к антибиотикам в результате процессов автоселек-

ции на антибиотикорезистентность в экосистемах очистных сооружений. В таких 

случаях может быть организована локальная биологическая очистка стоков с ис-

пользованием, в частности, закрытого ферментационного и вспомогательного обо-

рудования.  

Раздельная очистка технологических потоков с использованием ЛОС уменьша-

ет затраты на совокупную очистку, более полно утилизируются побочные продукты 

или более эффективно обезвреживаются опасные стоки без ухудшения работы ос-

новных очистных сооружений. После ЛОС проще получать избыточный активный 

ил с лучшими для переработки и утилизации технологическими свойствами.  

С биологической точки зрения развитие систем для ЛОС сопряжено с решени-

ем следующих задач: 

– создание консорциумов микроорганизмов, адаптированных к потреблению и 

трансформации спектра токсикантов локальных стоков до их усреднения и подачи 

на общепроизводственные или общегородские очистные сооружения; 

– использование микроорганизмов, способных обезвреживать загрязнения при 

высоком содержании последних в среде. 

Как вариант интенсификации биологической очистки высококонцентрирован-

ных сточных вод может быть использовано стандартное ферментационное оборудо-

вание. Организация процесса локальной биоочистки в биореакторе позволяет вести 

окисление активным илом как и в аэротенках очистных сооружений, но при более 

управляемых и контролируемых условиях. Можно более рационально подойти к во-

просу создания наиболее активного, с точки зрения полноты и скорости потребления 

загрязнения, биоценоза микроорганизмов. Однако при очистке больших потоков 

сточных вод и воды с небольшим содержанием органических загрязнений использо-

вание специализированного биотехнологического оборудования неоправдано из-за 

высоких энергозатрат и его стоимости.  
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С позиций экологически чистого производства для стоков с высоким уровнем 

загрязнений с ХПК > 2000–3000 мг/л целесообразна организация ЛОС с анаэробной 

очисткой. Анаэробная очистка может проводиться в две стадии: стоки с высокой 

концентрацией загрязнений направляются без разбавления в анаэробный биореак-

тор, где подвергаются биоконверсии методом метанового брожения, который не 

требует затрат на аэрацию и сопряжен с образованием ценного энергоносителя – ме-

тана. После анаэробного разложения остатки загрязнений, содержащиеся в иловой 

воде, окисляются аэробно в аэротенке или на биофильтре.  

Комбинирование биологической очистки, сочетающей анаэробные высокоин-

тенсивные реакторы нового поколения и аэробные реакторы различных модифика-

ций, способствует существенной экономии эксплуатационных затрат по сравнению 

с только аэробной очисткой без превышения согласованных норм сброса. Как пока-

зывают данные литературы [51-53] и наши собственные исследования, проведенные 

на примере анаэробно-аэробной очистки сточных вод пивоваренной компании «Бал-

тика» [54], при анаэробном метаногенном сбраживании затраты электроэнергии на 1 

кг удаленных загрязнений составляют 0,2-0,4 кВт.ч/кг ХПК, что в несколько раз ни-

же показателей, типичных для аэробных процессов. Кроме того, образуется вторич-

ный ресурс – биогаз, снижается количество избыточного ила [27] и требуется в не-

сколько раз меньше вносить дополнительных количеств биогенных элементов (азо-

та, фосфора), либо, в зависимости от состава стоков, обойтись без их внесения. По 

основным показателям ХПК и БПК анаэробно-аэробная очистка позволяет умень-

шить загрязненность сточных вод более чем на 99%. 

Промышленное применение систем анаэробного разложения неуклонно рас-

ширяется в связи с появлением высокоэффективных анаэробных реакторов нового 

поколения. Такие реакторы обеспечивают высокую производительность и стабиль-

ность работы очистных сооружений, меньшую чувствительность к залповым выбро-

сам, повышают качество очистки сточной воды. Взвешенные вещества, содержащие 

жиры, белки, углеводы могут быть направлены, без отделения в отстойнике, в анаэ-

робный реактор и подвергнуты биоконверсии для получения максимального количе-

ства биогаза. 

В большинстве разработанных анаэробных реакторов используется принцип 

удержания биомассы. Из них выделяют [55, 56]: 

1. Реакторы с гранулированным слоем ила и восходящим потоком жидкости.  

2. Реакторы с биопленкой.  

3. Реакторы с псевдоожиженным слоем ила. Бактериальная масса иммобилизо-

вана на мелких инертных частицах, которые сильным потоком подающейся в реак-

тор жидкости удерживаютя во взвешенном состоянии. 
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4. Фильтротенки и мембранные реакторы. 

Производительность современных конструкций анаэробных биореакторов до-

стигает 15–30 кг ХПК/м
3
 сут, что в 10–15 раз выше производительности аэротенков 

(не более 2–3 кг ХПК/м
3
сут). 

Среди зарубежных исследователей наибольшую известность в области созда-

ния высокоэффективных систем анаэробной очистки получили работы Леттинги с 

сотрудниками [57-64]. Среди отечественных исследователей изучению современных 

анаэробных систем очистки много внимания уделил Калюжный с сотрудниками 

[65]. Анаэробно-аэробный двухстадийный метод очистки активно внеряется в по-

следние десятилетия в различных отраслях промышленности, где стоки содержат 

большое количество органических загрязений [66-70]. 

Многоступенчатую очистку в широких масштабах применяют при необходи-

мости удаления из воды азота [26, 29, 36, 66]. Современные решения предусматри-

вают различные схемы ступенчатой очистки. В качестве первой ступени могут быть 

использованы как аэробные, так и анаэробные биоокислители, а в качестве второй 

ступени чаще применяют аэробные или факультативно-анаэробные системы.  

Также в зарубежной литературе уделяется большое внимание решению про-

блем вспухания ила, в частности, поискам путей получения и использования грану-

лированного ила вместо хлопьеобразующего для улучшения его седиментационных 

свойств, разработке новых методов снижения остаточного количества биогенных 

элементов и ХПК при доочистке сточных вод, а также удалению биогенных элемен-

тов с одновременным получением соединений последних как товарных продуктов 

[26].  

Современное состояние в развитии, использовании и дальнейшем внедрении 

анаэробных реакторов в промышленности подробно рассматривается в ряде обзоров 

[63, 65, 69, 71] и было обобщено нами ранее [2].  

Надо отметить, что ни один из существующих вариантов биологической очист-

ки не лишен недостатков. Традиционные методы биологической очистки экстенсив-

ны, требуют больших площадей из-за низкой интенсивности процесса очистки. Не-

достатки систем с аэротенками – лимитирование процесса окисления загрязнений 

аэрацией, невысокое содержание биомассы активного ила в аэротенке, длительное  

пребывание его во вторичном отстойнике, что ведет к падению физиологической ак-

тивности микроорганизмов активного ила.  

Недостатки обычных систем с иммобилизацией – неудовлетворительные мас-

сообменные характеристики и производительность (окислительная мощность). 

Недостатки систем с фильтрацией, таких как мембранный биореактор –

массообменные ограничения. То же самое можно отнести и к системам с использо-
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ванием кислорода или воздуха, обогащенного кислородом для интенсификации мас-

сообмена. Высокая концентрация биомассы оправдана, когда нет естественных или 

вынужденных массообменных ограничений, в частности по кислороду. 

Для всех этих систем требуется разбавление концентрированных токсичных 

стоков, что, в свою очередь, увеличивает объемы сточных вод и затрудняет внедре-

ние наиболее интенсивных и прогрессивных методов биологической очистки. 

Системы с подпиткой хотя и позволяют, теоретически, перерабатывать концен-

трированные стоки без их разбавления, однако, требуют решения проблемы накоп-

ления токсичных продуктов метаболизма. 

Для совершенствования стадии биологической очистки перспективно исполь-

зование технологий, обеспечивающих переработку стоков с высоким содержанием 

органических загрязнений, нормативы очистки без стадии доочистки, устойчивость 

к перегрузкам (отсутствие вспухания и вымывания ила) и высокую производитель-

ность на единицу площади. 

 

1.2. Совмещенные системы в процессах ферментации и биологической 

очистки 

 

В природной микрогетерогенной среде наблюдается локальное пространствен-

ное разделение микробиотического сообщества, транспортируются субстраты, вы-

водятся из одних зон и доставляются в другие продукты биосинтеза, одновременно 

и совмещенно протекают биотические и абиотические физические, физико-

химические, химические, фотохимические процессы [5, 7, 72].  

По отношению к системам культивирования микроорганизмов и биологиче-

ской очистки можно выделить два направления их развития с целенаправленным 

воспроизведением совмещенных условий:  

– с селективным регулированием содержания внеклеточных продуктов в фер-

ментационной среде с целью интенсификации микробиологического процесса и из-

менения метаболизма в благоприятном для биосинтеза целевого продукта направле-

нии; 

– с совмещением последовательно или по месту и времени химических, фото-

химических и биологических процессов. Cочетая абиотические и биотические про-

цессы в одном месте и времени, можно попытаться усовершенствовать, в частности, 

процессы биологической деструкции различных органических веществ [6, 7, 72].  
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1.2.1. Системы с селективным извлечением продуктов биосинтеза 

 

Селективное извлечение, как способ управляемого культивирования микроор-

ганизмов и вариант совмещенных биологических процессов с механическим или фи-

зико-химическим фракционированием продуктов реакций, к настоящему времени 

нашло наибольшее практическое воплощение.  

Такое совмещение изменяет динамическое соотношение биохимических и мик-

робиологических реакций, позволяет удалять продукты, угнетающие биосинтез, ли-

бо повышать содержание в среде культивирования стимуляторов биосинтеза [19-23], 

повысить скорость образования и выход целевого продукта. 

Селективное удаление используется в таких ферментационных системах, как 

мембранный биореактор [34, 42, 43, 73-78], биореактор с жидкостной экстракцией 

[79-84], с вакуумным удалением летучих продуктов [85, 86], с адсорбцией [87-93]. 

Процессы с селективным удалением из зоны реакции целевых продуктов, позволяют 

одновременно проводить очистку продукта [34, 74, 75, 94-96].  

Культивирование с добавлением адсорбентов или ионообменных материалов, 

способных поглощать продукт, приводило к резкому увеличению его выхода [89, 

97]. Добавление активированного угля при культивировании растительной суспен-

зионной культуры клеток лекарственной ромашки устраняло ингибирующее влия-

ние кониферилового альдегида и повышало его выход в 60 раз [88]. Активирован-

ный уголь использовали также для удаления продуктов из культуральной жидкости 

при сбраживании глюкозы иммобилизованными в χ-каррагинане дрожжевыми клет-

ками [87]. Добавление адсорбента к культуре клеток S. cerevisiae во время инкуба-

ции в 6 раз увеличило выход а-фактора по сравнению с режимом культивирования 

без добавления адсорбента [98]. В работе [99] наблюдали увеличение активности 

эндо-1,4- β-D-глюканазы и β-D-глюкозидазы, продуцируемых Aspergillus fumigatus, 

при добавлении диоксида титана, кизельгура или оксида алюминия, которые, как 

предполагается, связывали ингибитор белковой природы. 

Поскольку емкость адсорбентов ограничена, требуется их периодическая реге-

нерация, связанная с дополнительными расходами. Многие адсорбенты не выносят 

термической стерилизации, а их химическая стерилизация затруднена. Клетки мик-

роорганизмов могут иммобилизоваться на частицах адсорбента, что может оказаться 

нежелательным и потребовать дополнительных мер к его промывке. Предваритель-

ное отделение культуральной жидкости от микробных клеток с последующим ее 

пропусканием через адсорбент [100] усложняет процесс.  
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В наибольшей степени совмещенные системы культивирования с использовани-

ем микроорганизмов и адсорбентов получили практическое воплощение в биологиче-

ской очистке сточных вод – в биосорберах, аэротенках с сорбентами и т.п. [101-103]. 

В двухфазной системе жидкостной экстракции используются два полимера, 

один из которых – полиэтиленгликоль, другой – декстран, растворенные в воде в со-

ответствующих концентрациях, не смешивающиеся между собой, инертные к клет-

кам микроорганизмов и селективно разделяющие низкомолекулярные вещества, 

биополимеры и клетки. Систему полиэтиленгликоль – декстран использовали для 

получения этанола [97], α-амилазы с помощью Bacillus subtilis [79], эндо-1,4-β-D-

глюканазы с помощью Trichoderma reesei [104] и в ходе трансформации гидрокорти-

зона в преднизолон под действием Arthrobacter simplex [83]. Описана экстрактивная 

ферментация этанола [80], бутанола [81] с использованием алифатических спиртов в 

качестве экстрагентов, а также молочной кислоты с использованием ионообменных 

смол [91-93]. Возможности экстрактивной ферментации ограничены по тем же при-

чинам, что и адсорбционной. Кроме того, многие экстрагенты могут отрицательно 

влиять на жизнедеятельность микроорганизмов. При разделении фаз и реэкстракции 

возможны потери экстрагентов.  

Для получения молочной кислоты описан метод ферментации, совмещенной с 

электродиализом [82, 105-112]. 

В промышленных условиях процессы совмещенного культивирования и разде-

ления в наибольшей степени пригодны для производств с низкими требованиями к 

асептике, например, для получения этанола и других продуктов брожения [113].  

 

1.2.2. Мембранный биореактор 

 

Наибольшее воплощение идея совмещения биохимического процесса с одно-

временным разделением и удалением компонентов из реакционной среды нашла в 

концепции мембранного биореактора [34, 42, 43, 73-78]. Эти системы позволяют 

резко увеличить продуктивность ферментации за счет повышения концентрации 

биомассы, отвода из среды внеклеточных продуктов и метаболитов-ингибиторов, 

смещения общего биохимического равновесия в сторону образования внеклеточного 

продукта и в настоящее время используются для получения этанола, н-бутанола и 

других продуктов брожения. Однако такие системы не могут быть отнесены к эко-

логически чистым решениям поскольку они лишь отчасти снижают объемы отходов 

в виде избыточной биомассы и обычно не ведут к сокращению объема сточных вод. 

Мембранный реактор (МБР) – энзимный реактор или ферментер, снабженный 

полупроницаемой мембраной для отвода продуктов биохимических превращения из 
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зоны реакции или подпитки среды исходными компонентами реакций. Режим рабо-

ты МБР определяется типом используемой мембраны. В мембранных реакторах 

продуктивность биореактора повышается путем рецикла биомассы с помощью мик-

рофильтра или полупроницаемой мембраны другого типа [42, 114-116], при этом до-

стигается высокая концентрация клеток, как в высокоплотностной культуре, что 

приводит к уменьшению доли субстрата, расходуемого на биосинтез клеточного ма-

териала. Разработка таких систем началась с начала 1980-х гг. [117-124].  

В России исследования в этой области впервые начались на кафедре биотехно-

логии РХТУ им. Д.И. Менделеева с начала 1980-х гг. [125-127]. С конца 1990-х гг. 

исследования по использованию МБР стали интенсивно развиваться и их результаты 

широко внедряться в биологической очистке сточных вод во всех развитых странах, 

в том числе и в России [73, 74, 77, 128]. 

Современное состояние в разработке мембранных биореакторов рассмотрено в 

многочисленных обзорах и отдельных изданиях [42, 74-78].  

Достаточно широко освещено диализное культивирование микроорганизмов 

(«диализная культура»), при котором перенос веществ через мембрану осуществля-

ется за счет пассивной диффузии [114, 129]. В диализной культуре может быть до-

стигнута концентрация клеток практически до плотности упаковки 170-190 г/л по 

сухой массе клеток [114, 130-132], а с этим значительно повышена продуктивность с 

единицы объема биореактора по получаемым веществам. Параллельно с этим по-

вышается число жизнеспособных клеток, выход биомассы с единицы субстрата [130, 

133] за счет снижения затрат на поддержание энергетического метаболизма [134]. 

Использование метода диализа ограничено из-за низких скоростей массопереноса 

через мембраны и возможностей самих диализных мембран в отношении разделения 

веществ [135]. 

Наиболее эффективно селективные свойства мембранного разделения могут 

быть реализованы при использовании ультрафильтрационных и обратноосмотиче-

ских мембран и в том случае, если разделяемые метаболиты существенно различа-

ются по химическим свойствам, размеру, заряду, коэффициентам диффузии их мо-

лекул. 

Все конструкции МБР можно разделить на 2 группы: аппараты с внутренним 

или погружным мембранным модулем (пМБР или в зарубежной литературе 

«immersed», сокращенно iMBR) и аппараты с выносным мембранным модулем 

(вМБР или в зарубежной литературе «sidestream», сокращенно sMBR). Преимуще-

ства реакторов первой группы: более простая конструкция, одинаковые во времени 

условия развития всех клеток. Преимущества аппаратов второй группы: возмож-

ность любого требуемого увеличения поверхности мембран, отключения циркуля-
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ционного контура в любой момент времени, индивидуальной стерилизации мем-

бранного устройства. Циркуляция в контуре может быть как естественная, так и 

принудительная с помощью насоса.  

Большинство МБР модульны, и это является одной из положительных особен-

ностей организации мембранных процессов. 

Материалы, из которых изготавливаются мембраны, геометрия мембранного 

модуля, ориентация относительно потока воды – все это оказывает существенное 

значение на производительность мембранного модуля.  

Мембранный модуль должен иметь: 

1) большую площадь по отношению к занимаемому объему (или плотность 

упаковки); 

2) развитую турбулентность на стороне подачи для увеличения массообмена; 

3) низкий расход энергии на единицу объема обрабатываемой жидкости; 

4) минимальную стоимость единицы площади мембран; 

5) исполнение, которое позволяет легко проводить механическую чистку; 

6) конструкцию, которая позволяет делать модульность установок. 

Существуют несколько основных конфигураций (исполнений) мембран, ис-

пользуемых в настоящее время, которые имеют различные преимущества и недо-

статки. Конфигурация модулей базируется либо на плоскостной, либо на цилиндри-

ческой геометрии. Модули могут быть: рамные (plate-and-frame, PF) или плоские 

(flat sheet, FS); половолоконные (hollow fibre, HF); (многоканальные трубчатые 

(multitubular, MT); капиллярные (capillary tube, CT); гофрированные (pleated filter 

cartridge, FC); рулонные (spiral-wound, SW) мембраны. В МБР для биосинтеза ис-

пользуются мембранные модули с плоскопараллельными элементами, с трубчатыми 

элементами, половолоконные [42, 74, 75, 78]. 

МБР является удобной системой для иммобилизации ферментов и клеток мик-

роорганизмов, изучения закономерностей роста и биосинтеза, моделирования рецикла 

по каким-либо компонентам при периодическом и непрерывном ведении процесса. 

При культивировании в МБР особенно большие эффекты могут наблюдаться в 

случае извлечения из ферментационной среды продукта, ингибирующего свой био-

синтез. При ферментации этанола наблюдается увеличение продуктивности в десят-

ки раз [118, 119, 121, 122, 124]. Аналогичные эффекты возможны при получении мо-

лочной кислоты [117, 120, 136-143], других продуктов брожения [144-146], уксусной 

кислоты [123, 147] и прочих метаболитов [95, 148-150]. 

Одним из факторов, снижающих эффективность мембранного реактора, явля-

ется существенное ухудшение проницаемости мембран при фильтрации нативных 

растворов и суспензий [35-37, 40, 43-45, 151-155] вследствие загрязнения межмем-
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бранных каналов и поверхности мембран и такого явления как концентрационная 

поляризация (КП) [135, 156, 157]. Молекулы белков и других высокомолекулярных 

соединений всегда в той или иной степени адсорбируются на поверхности различ-

ных материалов, в том числе на поверхности и в порах мембраны [135, 156-161] с 

образованием дополнительной, так называемой динамической мембраны [156]. КП 

более значима для обратноосмотических процессов; для ультрафильтрации и мик-

рофильтрации роль КП незначительна, а снижение проницаемости мембран опреде-

ляется адсорбцией или адгезией частиц клеток и белков на поверхности мембран и 

заиливанием надмембранного пространства. Материал мембраны, гидрофобность 

частиц, их поверхностный заряд играют существенную роль в загрязнении поверх-

ности мембран [135, 156, 159, 160, 162-165]. С повышением турбулизации фильтру-

емого раствора влияние КП и загрязнения на процесс разделения снижается [135, 

156, 157, 159, 166, 167]. Однако существует предел, выше которого увеличение тур-

булизации раствора не приводит к существенному повышению проницаемости мем-

бран (обычно при скорости течения раствора над мембраной выше 1,5–2 м/с [135, 

152, 168, 169]. При этом проницаемость по раствору остается существенно ниже по 

сравнению с исходной проницаемостью по чистому растворителю (воде). Эксплуа-

тация мембран при потоке ниже критического уровня может привести к резкому 

возрастанию засорения мембран и падения их проницаемости, поэтому при эксплуа-

тации МБР показатели критического потока и трансмембранного давления, а также 

качественно-количественный состав растворимых и взвешенных веществ являются 

важными параметрами [37, 170].  

Среди других факторов наиболее важными являются: режим работы МБР, кон-

структивные решения как самого биореактора, так и мембранного узла разделения, 

аэрация – особенности и интенсивность подачи воздуха в МБР, влияние давления и 

скорости отбора пермеата, способы очистки и их влияние на работу всей системы в 

целом, состояние активного ила, морфология, размер его частиц и агрегатов. Также 

большое значение имеют правильный выбор материала мембраны и ее характери-

стик для конкретной задачи, выбор оптимальных значений производительности по 

пермеату, частоты обратных промывок и химических чисток мембраны [171, 172]. 

Вследствие загрязнения мембранного модуля его работу необходимо организо-

вывать циклически, с периодической очисткой [43]. В большинстве случаев перед 

проведением мембранного разделения также необходима предварительная обработ-

ка растворов от загрязнений. Однако применительно к МБР и проблеме концентра-

ционной поляризации такая обработка может оказаться невозможной или нецелесо-

образной. Присутствие клеток микроорганизмов в подаваемой на разделение среде 

может существенно изменить показатели процесса.  
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Важным аспектом применения полупроницаемых мембран является проблема 

ресурса мембран, т.е. сохранения первоначальных показателей их удельной прони-

цаемости и задерживающей способности в течение длительного времени эксплуата-

ции. Многие из разработанных мембран отличаются химической и термической 

стойкостью, биологической инертностью, высокими технологическими показателя-

ми. Срок службы мембран зависит от способа их использования и может составлять 

от двух до восьми лет. 

Таким образом, только комплексный учет всех внешних факторов позволяет 

эффективно функционировать такому сложному комплексу, как МБР. 

В настоящее время наиболее интенсивное развитие и масштабное применение 

мембранные реакторы находят в технологии аэробной биологической очистки сточ-

ных вод, в частности путем совмещения аэротенка с мембранным разделительным 

модулем, через который откачивается бесклеточная осветленная вода [34, 41, 128, 

153, 173-185]. В таких сооружениях мембранный блок заменяет вторичный отстой-

ник [186]. Основным преимуществом МБР является то, что он может работать при 

значительно более высокой концентрации биомассы в очищаемой среде, чем у ти-

пичных систем биологической очистки сточных вод с аэротенками [51]. В МБР кон-

центрация взвешенных веществ (биомассы) обычно находится в диапазоне 10–17 

г/л, однако может достигать при определенных условиях 40 г/л. Более высокая кон-

центрация активного ила позволяет эффективно удалять не только органические за-

грязнения, поступающие со сточной водой, но и осуществлять различные процессы 

глубокой доочистки. 

МБР начали использоваться и для анаэробной очистки [187, 188], примерами 

которых являются CUMAR-системы (crossflow ultrafiltration membrane anaerobic 

reactor), реакторы с подачей водорода через полупроницаемую мембрану для вос-

становления нитратов, сульфатов [187] и другие системы [189]. 

Применительно к биологической очистке сточных вод по принципу действия 

МБР аналогичны фильтротенкам, в которых активный ил удерживается в рабочем 

пространстве сооружения фильтрацией [30, 51]. В фильтротенках в качестве филь-

трующих элементов используют сетчатые насадки, синтетические ткани, другие 

крупнопористые материалы. Вода фильтруется в приемные камеры под действием 

давления столба жидкости аэрационной зоны фильтротенка. В них достигается вы-

сокая окислительная мощность 400–600 г БПК/м
3
.ч. Однако такие фильтры быстро 

забиваются массой ила, требуется регенерация фильтра каждые 0,5–1 мин. обратной 

продувкой воздухом или отфильтрованной водой. Поэтому эти конструкции не по-

лучили существенного распространения.  
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Общими техническими преимуществами всех систем МБР над другими мето-

дами очистки сточных вод являются [190]: 

– высокая окислительная мощность вследствие повышенной концентрации 

биомассы активного ила, позволяющая экономить пространство и проводить модер-

низацию производства без расширения площадей; 

– получение высококачественных потоков, идеально подходящих для последу-

ющей мембранной обработки (т.е. ультрафильтрацией и микрофильтрацией), а так-

же дезинфекции ультрафиолетом; 

– медленно растущие микроорганизмы, в частности, нитрификаторы не вымы-

ваются из рабочего пространства; 

– более короткий стартовый период по сравнению с остальными системами; 

– меньшее образование избыточной биомассы активного ила. 

С момента начала исследований (с начала 1970-х гг.) в области технологии 

биологической очистки сточных вод в МБР произошла смена нескольких поколений 

систем МБР, однако до настоящего времени они используются, в основном, для 

очистки промышленных и бытовых стоков, специфических и муниципальных жид-

ких отходов, в которых требуются установки малые по размеру, обеспечивающие 

высокое качество воды для ее повторного использования, перерабатывая при этом 

довольно большие объемы сточных вод.  

Полномасштабные внедрения установок МБР для обработки промышленных 

стоков относятся к 1991 году [42]. В 2000-е гг. количество установок с МБР, вводи-

мых в эксплуатацию, ежегодно увеличивалось в среднем на 10% [75], а удельные за-

траты за период с 1990 по 2004 уменьшились до 30 раз [42, 191]. В 2006 году нача-

лась эксплуатация очистных сооружений с МБР с производительностью 60000 

м
3
/сут в Катаре, а в США – 118000 м

3
/сут. [192]. Наибольший опыт эксплуатации 

мембранных реакторов в настоящее время накоплен в США и Японии. Например, в 

Японии мембранные реакторы вследствие компактности применяют в качестве 

очистных сооружений при очистке сточных вод крупных общественно-бытовых 

комплексов, при гостиницах. Сточные воды подвергают предварительной очистке. 

Производительность установок 100–500 м
3
/сут. Установки компактны и удобны в 

обслуживании. 

Также существует потребность в системах для биоочистки СВ, имеющих мо-

бильное (компактное) исполнение [193]. Установки МБР с ультрафильтрационным 

модулем успешно эксплуатируются в сельской местности, для очистки дренажных 

вод при проведении биоремедиационных работ [194]. Сбрасываемые в природные во-

доемы сточные воды полностью удовлетворяют природоохранным требованиям [195].  



33 

Разработаны системы очистки сточных вод с МБР, которые могут быть исполь-

зованы на транспортных и круизных судах, на яхтах, а также системы для воинских 

подразделений армии в местах временной дислокации, где отсутствуют централизо-

ванные системы канализации и очистки сточных вод. [196]. Также разработаны си-

стемы с МБР для подготовки питьевой воды, в частности, с реализацией денитрифи-

кации для удаления нитратных ионов [197, 198-200]. 

В МБР современных конструкций, предназначенных для очистки сточных вод, 

используются трубчатые, плоскопараллельные, половолоконные модули, при этом 

трубчатые элементы – в установках внешней конфигурации, половолоконные – 

внутренней, а мембранные элементы плоскопараллельного типа могут использо-

ваться в аппаратах обоих типов конфигураций. 

Трубчатые мембранные элементы при фильтрации внутрь трубок обладают ма-

лым гидравлическим сопротивлением, но и низкой плотностью упаковки – не более 

600 м
2
/м

3
. 

Основное достоинство половолоконных мембранных элементов – высокая 

плотность упаковки, которая может достигать 30000 м
2
/м

3
. К недостаткам можно от-

нести худшую устойчивость к загрязняющим агентам и высокое гидравлическое со-

противление. 

Плоские мембранные элементы используются в случае небольших производи-

тельностей. Имеют малое гидравлическое сопротивление и хорошую устойчивость к 

загрязнениям. К числу недостатков можно также отнести низкую плотность упаков-

ки рабочей мембранной поверхности 100–400 м
2
/м

3
.  

В основном, применяются погружные системы для обработки производствен-

ных и муниципальных стоков. Рынок МБР представлен 4-мя основными производи-

телями: Zenon, Mitsubishi-Rayon, Kubota, US Filter. Кроме плоских мембран, постав-

ляемых компанией Kubota, остальные производители используют половолоконные 

мембраны [75]. Из систем с половолоконными элементами наиболее известны уста-

новки с погружными мембранными блоками компании Zenon. Высокая поверхность 

фильтрации в этих элементах позволяет работать при пониженных скоростях пото-

ков в межмембранном пространстве, что резко снижает энергетические затраты на 

очистку.Установки компактны, позволяют резко повысить содержание активного 

ила в очищаемой воде (с 2–5 г/л до 10–20 г/л и выше), а с этим производительность и 

окислительную мощность очистной системы, удалить взвешенные вещества и боль-

шую часть высокомолекулярных загрязнений из сточных вод, снизить капитальные 

затраты на их сооружение, затраты на обезвоживание и компактизацию избыточного 

ила. Благодаря компактности, мембранные реакторы имеют преимущество при 
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очистке сточных вод в городских условиях, при дефиците земельных площадей, с 

удалением 90–99,4% ХПК.  

При биологической очистке в мембранных биореакторах рост активного ила 

лимитирован подводимой энергией (растворенный кислород, загрязнения сточных 

вод) и скоростью отмирания клеток. Поэтому в МБР могут возникнуть условия, при 

которых концентрация активного ила достигает такого значения, когда вся доступ-

ная энергия используется лишь для поддержания жизнедеятельности клеток. Высо-

кая концентрация активного ила по сравнению с поступающим субстратом приводит 

к недостатку субстрата для клеток, и биомасса клеток перестает накапливаться [27]. 

Из-за высокого содержания биомассы лимитирование кислородом в МБР более вы-

ражено [38, 178, 185, Ошибка! Источник ссылки не найден., 202]. При этом даже 

если концентрация клеток не увеличивается, то постоянно наблюдается прирост но-

вых бактерий, уравновешиваемый потреблением избыточного количества микроор-

ганизмов простейшими и лизисом клеток. 

МБР может быть ориентирован на рост специфичной функциональной группы 

микроорганизмов с большим периодом генерации, например, нитрификаторов [198, 

203-205] и бактерий, способных окислять биостойкие загрязнения [180, 194]. Нит-

рификаторы, растущие с меньшей скоростью роста, чем типичные гетеротрофы, 

удерживаются в реакторе, что важно для биологического удаления избытка азота из 

сточных вод и позволяет вести процесс в режиме полной нитрификации. Примене-

ние МБР позволяет достигать требуемого качества очистки, в том числе по азоту и 

фосфору, за счет эффективного протекания процессов нитри-денитрификации и био-

логического удаления фосфора при объемах МБР в 3 раза меньше объемов аэротен-

ков, где также реализуются процессы удаления этих биогенных элементов [26]. При 

этом при реконструкции существующих аэротенков и вторичных отстойников с ис-

пользованием МБР не требуется увеличения объемов очистного сооружения. 

Вариантом технологии мембранных биореакторов является ее совмещение с 

отъемно-доливными реакторами (SBR), работающими в циклическом аэробно–

анаэробном режиме очистки, в том числе с использованием гранулированного ила 

[206-209]. Характерной чертой таких реакторов является большая способность 

быстро перестраивать процесс биологической очистки из-за циклического режима 

работы. Время аэробной и анаэробной стадии очистки может быть быстро изменено 

с учетом изменений в поступающих стоках для эффективного удаления загрязнений 

[186, 208, 209].  

Комбинация мембранных технологий с SBR обеспечивает преимущества обоих 

процессов и устойчивость активного ила к неблагоприятным внешним факторам. 

Такие установки получили название MSBR. Однако в системе MSBR очень важно, 
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но трудно выбрать наиболее подходящий режим отъема-долива и промежуток вре-

мени для проведения мембранной фильтрации. Режимами функционирования могут 

быть: постоянно втекающий сток, не постоянно втекающий сток, прерывистые цик-

лы откачки и другие модификации. В целом же эффективность работы мембранного 

модуля зависит от биологических и физико-химических особенностей каждой фазы 

отъема-долива [206, 207, 209], и для обеспечения оптимальных условий эксплуата-

ции MSBR должно быть учтено обрастание мембран и содержание твердых частиц 

различного размера в стоке, которые приводят к уменьшению скорости потока жид-

кости через мембраны и снижению качества очищенного стока [186]. 

Размер частиц ила влияет на заиливание и проницаемость мембран. Обычно он 

намного больше размера пор мембран и варьируется в интервале 10–300 мкм [210-

212], поэтому засорение пор частицами невелико, однако микроорганизмы, находя-

щиеся в агломератах, могут продуцировать большое количество экзополисахаридов, 

а также растворимые продукты жизнедеятельности, которые могут непосредственно 

влиять на проницаемость мембран [154, 213-217]. 

Интенсивное перемешивание в МБР, необходимое для снабжения кислородом 

активного ила, приводит к уменьшению размера агломератов [151, 200, 212].  

На степень и скорость загрязнения поверхности и обрастания мембран био-

пленками влияет гидрофобность частиц ила и материала мембран [167], структура 

микробного сообщества [151, 218], а также возраст ила [219-224]. Содержание экзо-

полисахаридов и количество нитчатых микроорганизмов непосредственно влияют 

на величину частиц активного ила, их гидрофобность и дзета-потенциал [154, 213-

217, 225, 226]. Избыточное развитие нитевидных бактерий приводит к большей кон-

центрации экзополисахаридов, к низкому значению дзета-потенциала, более непра-

вильной форме частиц и высокой гидрофобности. Активный ил со склонностью к 

пенообразованию из-за гидрофобности флокул в среднем снижает проницаемость 

мембран намного больше по сравнению с активным илом, не склонным к вспенива-

нию. Увеличение времени пребывания сточной воды в МБР приводит к повышению 

скорости обрастания мембран [220-224, 226].  

Снижение загрязнения мембран может быть достигнуто как путем улучшения 

характеристик активного ила, так и регулированием параметров разделяемой смеси: 

концентрации активного ила, температуры, pH и т.д. [219, 227-229]. Так, в работе 

[154] исследовалась динамика загрязнения мембран дефлокулированным илом, нор-

мальным, флокулированным и илом, имеющим разветвленную структуру (вспух-

шим), а также влияние содержания нитчатых бактерий на производительность уста-

новки. Было показано, что при дефлокуляции ила уменьшается средний размер его 

частиц, увеличиваются мутность суспензии и вклад растворенных веществ в блоки-
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рование мембранной микрофильтрационной поверхности. При большом содержании 

дефлокулированного и вспухшего ила в среде начинают преобладать растворенные 

вещества и коллоиды, частицы с небольшим размером, существенно снижающие 

проницаемость мембран. 

Основные методы, предлагаемые для контроля загрязнений мембран в МБР, 

включают следующие варианты: 

1) Периодическая механическая очистка поверхности мембран и мембранных 

модулей, например, установленными механическими скребками или другими 

устройствами, добавляемыми взвешенными частицами, ультразвуком [230, 231]. 

2) Модификация конструкции мембранного модуля путем оптимизации плот-

ности упаковки полых волокон или плоских пластин, размещения аэраторов, ориен-

тации волокон в пространстве [230, 232]. 

3) Уменьшение гелеобразования на поверхности мембран при контроле филь-

трационного процесса, при барботаже вблизи мембраны [201] и при работе в пуль-

сирующем режиме [233]. В разделительных процессах загрязнение мембран увели-

чивается при росте производительности, поэтому рабочий поток должен быть мень-

ше критического, для того чтобы накопление частиц у поверхности мембраны мож-

но было бы предотвратить. С этой целью фильтрование проводят при невысоких 

трансмембранных давлениях [234]. 

4) Удаление загрязняющих материалов после их оседания обратным водным 

потоком [235] или обратным пульсирующим потоком [236]. Эти способы очистки 

необходимы для восстановления проницаемости мембраны, поскольку частички, 

клетки бактерий, коллоиды вымываются из пор мембраны в общий поток, при этом 

происходит довольно качественная очистка поверхности мембран от загрязнений. 

Для реализации этого метода необходимо использование мембран довольно высокой 

прочности. 

5) Добавление порошкообразного активированного угля (ПАУ) для улучшения 

характеристик смешанного потока [237]. Улучшение в этом случае происходит за 

счет снижения сопротивления биомассы на поверхности мембраны и изменения 

распределения частиц до уровня больших размеров. 

6) Химическая чистка. Используется достаточно широко как для восстановле-

ния проницаемости мембран, так и для снижения частоты восстановительной чист-

ки. Выбор химических реагентов зависит от природы загрязняющих веществ в раз-

личных системах МБР. 

Типовым решением, используемым при кольматации мембран, является аэри-

рование мембранного модуля. Улучшение условий аэрации возможно, например, 

путем оптимизации геометрии и расположения точек аэрации [238]. Общеизвестен 
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факт, что в варианте МБР с мембраной погружного типа интенсивность аэрации 

увеличивает линейную скорость пузырей воздуха, создающих тангенциальный тур-

булизирующий поток вдоль мембраны за счет поднимающихся воздушных пузырей, 

при этом удаляется образовавшийся слой на поверхности мембраны до его уплотне-

ния. Однако увеличение интенсивности подачи воздуха имеет определенный предел, 

после которого эффект турбулизации сводится к минимуму и ведет к неоправдан-

ным энергетическим затратам. Поскольку газосодержание оказывает значительное 

влияние на параметры всего процесса, то важное значение имеет тип аэрационных 

устройств, устанавливаемых в МБР.  

Существует опыт применения MPE технологии (Membrane Performance Enhanc-

er), в которой в разделяемую смесь дозируется вещество, создающее пористый слой 

на поверхности мембраны, что повышает проницаемость мембраны. В этом случае в 

биореактор дополнительно вносятся такие вещества как активный уголь и др., кото-

рые образуют на поверхности мембран динамический слой (динамическую мембра-

ну). Такая система была испытана на промышленной установке в Налько [239] с 

объемом биореактора 125 м
3
. МБР в Налько был предназначен для очистки сточных 

вод сыроваренного производства. Отличительной особенностью этих сточных вод 

было непостоянство состава. Как следствие, МБР работал в нестационарном режиме 

и нестабильно. Введение мембранообразующего компонента в биореактор привело к 

агрегации активного ила во флоккулы, сокращению трансмембранного давления на 

70%, повышению проницаемости мембран на 300%, повышению качества пермеата 

за счет снижения ХПК сточной воды, снижению частоты химических моек, устране-

нию вспенивания реактора, увеличению прогнозируемой жизни мембран на 40%. 

Вместе с тем, использование MPE-технологии имеет пока еще весьма малый опыт 

применения. 

Наибольший эффект при борьбе с обрастанием может быть обеспечен при ком-

бинации различных методов. Но все эти меры недостаточно эффективны. Требуется 

более сложное инженерно-технического обеспечение, в ряде случаев установка пре-

фильтров для отделения крупных взвешенных частиц, поддержание целостности 

мембран, дополнительные энергозатраты на прокачку очищаемой среды через мем-

бранные модули, очистка мембран химическими реагентами, поэтому эксплуатаци-

онные расходы при использовании мембранных реакторов высокие, в частности, 

удельный расход электроэнергии составляет – 3–4 кВт·ч/м
3
 по сравнению с 0,2–0,5 

кВт·ч/м
3
 при традиционной биологической очистке. Капитальные затраты на мем-

браны также велики. Поэтому в настоящее время МБР находят применение, в ос-

новном, для обработки низкоконцентрированных сточных вод, когда лимитирование 

кислородом некритично, а также при удалении из них азота.  
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Опыт компании GE по эксплуатации половолоконных погружных модулей по-

казывает, что энергопотребление на обдувку мембран и откачку фильтрата может 

быть снижено до 0,1 кВтч/м
3
. Этот показатель сопоставим с энергозатратами на пе-

рекачивание возвратного активного ила из вторичного отстойника в аэротенк и на 

работу сооружений доочистки. 

Для дальнейшего сокращения расходов, как полагают, есть несколько направ-

лений. Первое направление – снижение затрат на выпуск мембран. Однако здесь 

возможно снижение лишь при стандартизации мембранных технологий. Второе 

направление – это управление качеством активного ила. Данное направление неза-

служенно обходится стороной [74]. Третьим направлением является оптимизация 

энергозатрат в процессе эксплуатации МБР. 

В целом, установки на основе МБР обеспечивают высокую степень очистки 

сточных вод. Требуемое качество сточных вод по микробиологическим показателям 

после прохождения очистки в МБР позволяет повторно использовать воду, несмотря 

на обилие вторичных источников микробиологического загрязнения вне МБР.  

 

1.2.3. Совмещение химических, фотохимических и биологических реакций 

 

Совмещение химических, фотохимических и биологических реакций в едином 

технологическом процессе может осуществляться либо по последовательной схеме с 

проведением каждого из отмеченных процессов в отдельном реакторе [240-245], ли-

бо путем одновременного использования анаэробных, аноксигенных и аэробных ре-

акций, химического и биологического или фотохимического (фотокаталитического) 

и биологического агентов в едином реакторе [246-250].  

В единой реакторной системе в локальном масштабе компоненты могут быть 

пространственно разделены. Примеры: распределение по зонам микроорганизмов 

различных физиологических групп в микроагрегатах, гранулах, флокулах, биоплен-

ках, при иммобилизации на носителях, в микрокапсулах, липосомах, коацерватных 

каплях и т.п. 

Воздействие окислительных абиотических агентов может активировать соеди-

нения, трудно поддающиеся биологической деградации, повысить их биодоступ-

ность [249-254]. Образующиеся продукты окисления и фрагменты молекул микро-

организмы могут затем использовать как источник питания и энергии, завершая та-

ким образом минерализацию загрязнений. С другой стороны, биологическая стадия 

деструкции может снизить затраты на разложение опасного поллютанта. 

При последовательной химической или фотохимической обработке загрязнен-

ных стоков – на первой ступени и биологической – на второй часто на первой стадии 
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используются сильные окислители, например пероксид водорода, реактив Фентона 

(H2O2 + Fe
2+

) [255, 256], озон, кислород в синглетном состоянии, мягкое ультрафио-

летовое излучение, TiO2 и УФ-излучение, фотокаталитическое воздействие солнеч-

ного излучения, ионизирующая радиация [257-265]. Обработка озоном, пероксидом 

водорода, мягким ультрафиолетом, ультразвуком, электролизом на стадии предпод-

готовки воды к биологической очистке улучшает биодоступность трудноокисляе-

мых загрязнений и, соответственно, показатели биоочистки [72, 243, 266-271].  

Последовательные процессы химической и биологической деструкции стойких 

органических соединений с использованием пероксида водорода и реактива Фенто-

на были объектом многих исследований [240, 242, 243, 267, 272-279], в том числе 

при очистке сточных вод [240-242, 266, 278, 280-285]. Пероксид водорода и окисли-

тельный реактив Фентона были испытаны для предобработки хлорированных али-

фатических и ароматических соединений [241-243, 246, 247, 273, 286-290], тринит-

ротолуола [291], формальдегида [292], дизельного топлива [293].  

В наших исследованиях проводили последовательную обработку чрезвычайно 

биостойких катионита КУ-2-8 и анионита АВ-17 пероксидом водорода в комбина-

ции с добавками ионов Fe
2+

 (реактив Фентона) или только окисленными формами 

ионов переходных металлов с целью оценки возможности биотехнологического раз-

ложения отработанных ионообменных смол как отходов атомных электростанций 

[244, 245]. Матрица обоих ионитов представляет собой пространственно сшитый со-

полимер стирола и дивинилбензола, несущего сульфогруппу –SO3
–
 (катионит КУ-2-

8) или четвертичную аминогруппу –N(CH3)
+
 (анионит АВ-17). Ее сетчатая трехмер-

ная структура затрудняет доступ биологического агента (ферментов, микроорганиз-

мов) в центр гранулы ионита. 

Обработка катионита КУ-2-8 реактивом Фентона приводила к образованию 

жидкой смеси олигомеров с различной степенью деструкции, которая была способна 

в дальнейшем расщепляться селекционированными консорциумами гетеротрофных 

микроорганизмов на 50% и более. Добавки полученной жидкой фракции в питатель-

ную среду с микроорганизмами и катионитом также способствовали биологической 

эрозии необработанного катионита. 

Также апробировались варианты, в которых ионит окисляется ионами Fe
3+

 или 

Mn
4+

 (Mn
3+

), а последние – кислородом воздуха с участием железоокисляющих или 

марганецокисляющих микроорганизмов. Было показано, что катионит КУ-2-8 прин-

ципиально доступен этим хемолитотрофам без предобработки химическими реаген-

тами, причем наиболее явно деструкция протекала в присутствии в среде ионов мар-

ганца и, соответственно, марганецокисляющих бактерий. Возможность биодеструк-
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ции непредобработанного катионита КУ-2-8 и гетеротрофными, и хемолитотрофны-

ми микроорганизмами была показана нами впервые. 

При предобработке воды ультразвуком, импульсным монополярным либо би-

полярным электрическим током проявляются новые эффекты, обусловленные гене-

рированием окислителей, что используется на стадиях предподготовки стоков к 

биологическому окислению [294, 295] или с целью активирования реакций конди-

ционирования воды и ликвидации нежелательных последствий побочных процессов.  

Зачастую ввод дополнительной энергии в загрязненную экосистему перед био-

логической очисткой может приводить к увеличению в несколько раз количества 

разрушенного органического вещества по сравнению с обычным процессом [72, 243, 

271, 293, 296-298]. 

Активные формы кислорода и другие сильные окислители токсичны по отно-

шению к микроорганизмам и обладают мутагенной активностью [289, 290, 299, 300]. 

Поэтому для реализации совмещенных процессов с одновременным протеканием 

химических, фотохимических и биологических реакций деструкции в едином реак-

торном пространстве необходима разработка решений, допускающих одновремен-

ное присутствие в одном и том же объеме (в одном и том же реакторе) биологиче-

ских и химических или фотохимических агентов, агрессивных к разлагаемому суб-

страту и неагрессивных к биологическим агентам. Микроорганизмы должны быть до 

некоторой степени устойчивы к повышенным концентрациям активных реагентов. 

С другой стороны, имеются примеры благоприятного влияния активных реа-

гентов, в частности H2O2 или мягкого ультрафиолета (УФА-поддиапазона спектра с 

длиной волны 320–400 нм), на микроорганизмы-деструкторы, активный ил очист-

ных сооружений и качество очистки сточных вод [247, 271, 289, 301-304]. 

Обработка активного ила аэробной очистки сточных вод небольшими дозами 

озона или пероксида водорода [266, 284, 305], кавитацией [306] может привести к 

укрупнению его флокул и повышению осаждаемости. Положительным моментом 

такой обработки может быть снижение количества образуемого избыточного ила 

[269, 307-310], подобно тому, как это наблюдается при аэробной обработке активно-

го ила в режиме голодания [311, 312]. 

Примеров одновременной обработки загрязненного материала реактивом Фен-

тона или его аналогами и живыми микроорганизмами известно немного. 

В работах Büyüksönmez et al. [246, 247, 290] в связи с разработкой гибридной 

биокаталитической системы с использованием микробного деструктора ксенобиоти-

ков Xanthobacter flavus и реактива Фентона, были исследованы токсический эффект 

этого реактива и деградация перхлорэтилена (ПХЭ) в модельной системе с одновре-

менным химическим окислением реактивом Фентона и микробиологическим. Ис-



41 

пользовался штамм, утилизирующий дихлоруксусную кислоту в качестве един-

ственного источника углерода и энергии и изолированный из активного ила очист-

ных сооружений. Клетки, предварительно адаптированные к Н2О2, показали высо-

кий % выживаемости (до 80%), в то время как неадаптированные были чувствитель-

ны (выживало 10%). Результаты показали, что защитный механизм был связан с ин-

дукцией каталазной активности. Степень минерализации в присутствии микроорга-

низмов в оптимальных условиях (концентрация Fe
2+

 около 8–15 мг/л, концентрация 

H2O2 – 50–75 мг/л, ПХЭ 3–5 мг/л, клеток 10
6
/мл ) увеличивалась на 20%.  

В работе Steinle et al. [313] микробная популяция Ralstonia sp. росла и полно-

стью минерализовала 2,6-дихлорфенол в реакторе с биопленкой, сформированной на 

поверхности стеклянных бус, с подачей H2O2 в качестве источника кислорода. Недо-

статок пероксида полностью останавливал дальнейшую деградацию 2,6-ДХФ, кото-

рая возобновлялась при повторной подаче H2O2. 

В работе [289] был изучен микробный ответ к Н2О2 как источнику кислорода в 

лабораторных системах в колонках при окислении бензола, толуола, этилбензола, о-

ксилола и m-ксилола и добавлении Н2О2 в увеличивающихся концентрациях. При 

адаптации к Н2О2 увеличивались активности каталазы и супероксиддисмутазы. От-

ношение потребления кислорода к углероду было около 0,3 до добавления Н2О2 и 

0,7 – при добавлении 10 мг Н2О2/л. 

Положительные эффекты наблюдали при использовании озона вместо Н2О2. 

При обработке озоном сточных вод в количестве 6,0–60,0 мг/л перед первичным от-

стаиванием [270] значительно увеличивалась удельная скорость окисления загряз-

нений микроорганизмами активного ила. В результате деструктивной обработки 

(механической, озоном, ультрафиолетом) части активного ила [310] в отдельном ре-

акторе с временем пребывания активного ила в узле деструкции около 2 ч с после-

дующим рециклом обработанного ила в аэротенк ферментативная активность систе-

мы биологической очистки возрастала в 5–8 раз, величина ХПК очищенных сточных 

вод составляла менее 18 мг/л, БПК – менее 5 мг/л. 

В совмещенных биомембранных процессах иногда используют непосредствен-

ное введение озона (воздействие жесткого УФ) в зону биоочистки [314]. При прямом 

дозировании озона в иловую смесь в количестве 2,5 мг/л часть клеток микроорганиз-

мов разрушается, вследствие чего общий объем прироста сокращается на 30% [315].  

Другое положительное действие АФК при очистке в мембранном реакторе мо-

жет быть обусловлено повышением проницаемости мембран. Согласно [316] воду 

обрабатывают в биореакторе с мембранной сепарацией воды и активного ила и осу-

ществляют периодическую регенерацию сепаратора. Мембрана содержит в своем 

составе катализаторы окисления в виде соединений металлов переменной валентно-
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сти, например оксидов марганца или кобальта. Результирующий эффект – интенси-

фикация процессов биологической очистки воды, увеличение продолжительности 

фильтроцикла мембранного сепаратора и повышение надежности его работы. 

Практическое воплощение также нашли попытки использования пероксида во-

дорода в процессах культивирования микроорганизмов, в частности, в системах вы-

сокоплотностного культивирования генноинженерных штаммов [317]. В этом случае 

H2O2 используется как дополнительный источник кислорода. Использование H2O2 в 

технологии культивирования микроорганизмов при получении продуктов биосинте-

за дает определенные преимущества и для получения посевного материала с высо-

кой засевной плотностью дрожжевых клеток, экономии субстрата, интенсификации 

процессов биосинтеза [318].  

Трактовка положительных эффектов в отношении биоочистки повышением 

биодоступности потенциальных субстратов в подобных работах составляет лишь 

одно из возможных объяснений. Другое объяснение положительного совместного 

абиотического и микробиологического действия на улучшение показателей биоло-

гической очистки связывают с возрастанием скорости мутирования под действием 

АФК и селективного сдвига, адаптивной эволюции в сторону более полного исполь-

зования микроорганизмами потребляемых субстратов [319-321]. 

С технологической точки зрения не представляет особых сложностей реализа-

ция совмещенных процессов с внесением пероксида водорода в очищаемую среду. 

Использование пероксида водорода в промышленных масштабах – хорошо отрабо-

танная технология прежде всего в процессах очистки сточных вод [243, 322-324]. 

Для промышленности преимуществами пероксида водорода по сравнению с други-

ми окислителями (хлорноватистая кислота, озон, перманганат калия) является его 

относительная стабильность при хранении в виде пергидроля (30–50% H2O2), отсут-

ствие вторичных продуктов при деструкции и окислении органических загрязнений, 

возможность обработки, в частности, воды в широком диапазоне температур и рН, 

сравнительная простота аппаратурного оформления процесса введения в воду [325].  

В силу своих технологических преимуществ пероксид водорода получил широ-

кое распространение в зарубежной практике очистки промышленных сточных вод. 

Однако эти преимущества послужили основанием для практического применения 

пероксида водорода прежде всего при дезинфекции сточных вод, прошедших пол-

ную биологическую очистку, поскольку при обработке больших масс воды и не-

очищенных стоков требуются слишком большие количества дезинфектанта [325]. В 

технологии очистки необработанных сточных вод H2O2 используется для окисления 

формальдегида, ПАВ, соединений серы, красителей, сероводорода и растворимых 

сульфидов, цианидов, нитритов, нитрилов и ряда других соединений азота, для 
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очистки сточных вод процессов вулканизации резины, нитрования, тепловой обра-

ботки металлов от нитритов, для очистки от соединений серебра и других тяжелых 

металлов [5]. 

В России широкому применению H2O2 в технологии очистки промышленных 

сточных вод препятствуют сравнительно высокая его стоимость и дефицитность 

[322]. 

Из рассмотренного материала следует, что одним из вариантов повышения эф-

фективности биологической очистки может быть использование совмещенного про-

цесса биологического окисления с внесением пероксида водорода (или реактива 

Фентона H2O2 + Fe
2+

). Такая система, с одной стороны, может увеличить биодоступ-

ность загрязнений, трудно поддающихся биологическому окислению, с другой, сле-

дуя аналогии с природными механизмами самоочищения, способствовать уменьше-

нию количества вторичных отходов и остаточных загрязнений.  

Наряду с повышением биодоступности субстратов, скорости адаптивного эво-

люционирования под действием АФК и других активных реагентов объяснение по-

ложительных комбинированных влияний на микробные популяции может происте-

кать из представлений о том, что при воздействии АФК (УФ облучения, обработки 

озоном, пероксидом водорода, механической дезинтеграцией биомассы, голодании и 

др.) протекают комплексные процессы на фоне стресс- и антистресс-факторов, пере-

крестных стрессов, регуляторных функций АФК. На эти особенности в инженерно-

технологической литературе обращается мало внимания. В этой связи особенности 

биологического и физиологического отклика микробных популяций на стрессовые 

воздействия, в частности, активных форм кислорода и подобных им реагентов более 

подробно рассмотрены в главе 2.  

 

1.2.4. Абиотические природные процессы самоочищения и их  

использование в совмещенных системах биосинтеза и биологической  

очистки 

 

Природные среды могут рассматриваться как каталитические системы, содер-

жащие комплекс биотических и абиотических компонентов. Два или более из этих 

компонентов могут быть одновременно вовлечены в одни и те же реакции, так что 

трансформация соединений протекает как комплексный процесс [4-8]. Одновремен-

ное протекание абиотических и биотических процессов, наблюдаемое, в частности, 

на освещенных солнечным светом поверхностях, сопровождается фотохимическим 

воздействием ультрафиолета, образованием H2O2 и других активных форм кислоро-

да (АФК), частиц радикалов [7, 9], локальных зон с повышенной температурой, ин-
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дуцирующих у различных организмов реакции ответа на оксидативный стресс и 

тепловой шок. Одновременно видимый свет участвует в нейтрализации негативных 

изменений через механизмы фоторепарации и перекрестные реакции. Химические 

вещества, находящиеся в среде, могут одновременно оказывать прооксидантное и 

антиоксидантное действие. Удивительно, но до настоящего времени в литературе по 

культивированию микроорганизмов такому комбинированному действию как мето-

ду управления биосинтезом, не уделялось внимания, не учитывались экологические 

особенности таких поверхностных ниш. 

Активные формы кислорода относятся к числу наиболее экологически и биоло-

гически важных радикалов. Хотя не все образующиеся формы кислорода являются 

радикалами, этот термин употребляется в отношении всех кислородсодержащих ча-

стиц, более реакционно-способных, чем молекула кислорода в триплетном состоя-

нии (
3
О2) [326-328]. К реакционно-активным окислительным агентам принято отно-

сить и мягкое ультрафиолетовое излучение УФА и УФБ диапазонов спектра, воз-

действие которого на водные среды и химические соединения приводит к накопле-

нию кислородсодержащих активных частиц (H2O2, O3, O, 

OH), а также органиче-

ские свободные радикалы: алкильные R

, алкилпероксидные RO2


, алкоксильные 

RO

, анион-радикалы восстановительной природы D

–
 и некоторые другие. Важную 

роль в процессах окисления играют озон O3, атомарный кислород O, оксид азота NO 

(в атмосфере) и особенно пероксид водорода H2O2 (в водных средах) [5, 6, 327, 329-

333]. 

АФК постоянно присутствуют в воде и образуются в результате реакций ката-

литического инициирования, растворения активных газов из атмосферы, радиацион-

но-химического инициирования, кавитационных эффектов, фотохимического иници-

ирования, биологической эмиссии. Ведущая роль в этих процессах принадлежит ка-

талитическому и фотохимическому инициированию, а также генерированию радика-

лов за счет биологической эмиссии [5, 6]. 

К образованию свободных радикалов приводят реакции каталитического ини-

циирования в результате одноэлектронного восстановления кислорода, пероксида 

водорода, катализируемого ионами меди, железа, никеля, кобальта (II) и некоторых 

других химических элементов (As, Be, Cd, Hg, Pb). Ионы железа (II) катализируют 

распад пероксида водорода, и от концентрации этих ионов зависит механизм его 

распада [5, 6, 72]. 

При [ Fe
2+

]<10
-2

 моль/л взаимодействие протекает в соответствии с уравнением:  

Fe
2+

 + H2O2 Fe
3+

 +OH
–
 + OH


 , 
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а сама пара Fe
2+

 и H2O2 выступает как реактив, генерирующий радикалы ОН

 (реак-

тив Фентона). В случае [Fe
2+

]>10
-2

 М процесс протекает по уравнениям, исключаю-

щим образование радикалов. 

Гидроксильный радикал является неспецифическим сильным окислителем, ре-

агирующим с большинством органических и биологических молекул со скоростью, 

контролируемой диффузией (>10
9
 M

-1
c

-1
) [334].  

В водной среде такие радикалы, как 

OH, HO2


, O2

–
, а также NO2, CH3O2 обра-

зуются за счет растворения озона, монооксида азота и других активных газов из ат-

мосферы. Стационарная концентрация O3 в приповерхностных слоях воды достигает 

10
-8

 М [335]. К образованию H2O2 может приводить поступление легкоокисляемых 

органических соединений в водоем. Об этом свидетельствуют факты, когда в зоне 

сброса неочищенных городских сточных вод наблюдается увеличение содержания 

H2O2 в воде [5, 336, 337]. Однако в обычных условиях, без принудительного увели-

чения потока O3, NO2 или органических загрязнений в водную среду, скорость ини-

циирования радикалов за счет растворения активных газов относительно мала. 

Реакции фотохимического инициирования свободных радикалов протекают 

под действием солнечного УФ-излучения [338]. Фотохимические процессы, иници-

ированные видимым и ультрафиолетовым солнечным излучением, наиболее активно 

протекают на поверхности воды и почвы и могут вносить существенный вклад в 

общий баланс процессов окислительной трансформации веществ [339, 340]. 

Гуминовые кислоты, хлорофиллы, рибофлавин и некоторые другие природные 

соединения могут выступать в качестве фотосенсибилизаторов, ускоряющих про-

цессы трансформации веществ под действием солнечного излучения [334, 341]. Сре-

ди органических ксенобиотиков фотосенсибилизирующими свойствами обладают 

нафтолы, полициклические ароматические углеводороды, многие синтетические и 

природные красители. Сенсибилизаторами являются соли трехвалентного железа, 

оксид цинка, комплексные соединения кобальта, металлический йод и др. Железо, 

присутствующее на поверхности, может генерировать образование гидроксильных 

радикалов и других активных частиц кислорода, что способствует фотодеградации. 

Фотокаталитические процессы, протекающие на поверхности минералов с полупро-

водниковыми свойствами, таких как оксид титана, отличаются чрезвычайной эффек-

тивностью минерализации устойчивых поллютантов в мягких условиях. Это воз-

можно благодаря тому, что TiO2 имеет ширину поглощения в энергетическом спек-

тре, соответствующую длине волны от 380 до 410 нм. Эффект глинистых минералов 

также приписывают образованию гидроксильного или гидропероксильного радика-

лов, генерируемых при освещении частиц глин ультрафиолетовым светом в присут-

ствии молекулярного кислорода и воды [7, 72]. 
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Образование радикалов в результате биогенной эмиссии происходит, главным 

образом, опосредованно – как побочных продуктов в ходе переноса электронов по 

электрон-транспортной цепи в процессах дыхания и фотосинтеза, при окислении 

жирорастворимых соединений, в пероксисомах [342]. Доля электронов, вовлеченных 

в образование АФК (супероксид-аниона, H2O2) составляет 1–5% от общего количе-

ства электронов, прошедших через ЭТЦ [342-347]. Концентрация H2O2 в митохон-

дриях составляет 10
-7

 – 10
-9

 М, а супероксид-аниона – около 10
-11

 М [335, 343, 344, 

347]. Образованию гидроксильного радикала внутри клеток способствует также ре-

акция H2O2 с ионами Fe
2+

 при содержании последних в клеточном матриксе <10
-2

 М. 

Биотическое происхождение H2O2 в водных средах связывают прежде всего с 

жизнедеятельностью микроводорослей. Известны многие виды водорослей, выделя-

ющие Н2О2 во внешнюю среду в процессе фотосинтеза. Практически все микроводо-

росли продуцируют Н2О2 при действии УФ-составляющей солнечного излучения.  

Помимо микроводорослей известны некоторые бактерии, выделяющие H2O2 во 

внешнюю среду в процессе жизнедеятельности. Некоторые почвенные бактерии (Ni-

trosomonas) выделяют радикал NO в ходе окисления NH3. К образованию H2O2 при-

водит ряд биохимических реакций окисления с участием оксидаз. 

Важная роль в образовании H2O2 принадлежит глюкозооксидазе (глюкозо-2-

оксидазе), превращающей глюкозу в глюконолактон, в результате чего генерируется 

H2O2, которая запускает реакции окислительной деструкции внутри клеток.  

В реакциях, катализируемых ксантиноксидазой, альдегидоксидазой, NADРН-

оксидазой, переносится один электрон и образуется супероксид-ион О2
-
, который 

вызывает образование в клетке высокореакционных соединений [342, 348]. Реакции 

с участием мембраносвязанной NADPH-оксидазы являются одним из основных ис-

точников АФК в клетках различных организмов [348]. 

Оксигеназы катализируют перенос ē на O2 c образованием супероксид-аниона: 

XH  +  O2      X  +  О2
-

  +  H
+
 

Гидроксилирование многих органических ксенобиотиков с участием цитохром 

P-450 монооксигеназ также сопровождается образованием супероксид-аниона [342].  

Аутоокисление восстановленных флавопротеинов с участием NADPH-

дегидрогеназы, ксантиндегидрогеназы, триптофандегидрогеназы, индоламинодиок-

сигеназы и других дегидрогеназ – еще один важный источник супероксида-аниона 

[342]. 

Пероксид водорода среди всех реакционно-активных кислородсодержащих ча-

стиц естественного биотического и абиотического происхождения играет особенно 

важную роль в абиотической трансформации органических соединений в водных 

средах, в самоочищении природных водоемов [5, 6, 8, 335, 349-351]. В круговороте 
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кислорода H2O2 занимает промежуточное положение между молекулярным кисло-

родом и водой и является неотъемлемым компонентом природной водной среды [8, 

296]. Концентрация H2O2 определяет, окислительный или восстановительный харак-

тер имеет среда данного водоема. 

Стационарное содержание H2O2 в природных средах определяется многими 

факторами и обычно колеблется в пределах 10
-6 

– 10
-5

 моль/л и достигает 10
-4

 моль/л. 

Атмосферная влага также содержит значительные концентрации пероксида водоро-

да. Так, в дожде содержание H2O2 в среднем около 10
-5

 моль/л, в грозовом дожде 

концентрация H2O2 может достичь 10
-4

 моль/л, в снеге содержание H2O2 несколько 

меньше – 10
-5

 моль/л [5, 335, 351]. H2O2 присутствует даже в пробах воздуха, содер-

жащегося в полярных снежниках и льдах в образцах, возраст которых равен не-

скольким тысячам лет. 

Действующие в России предельно допустимые концентрации для пероксида 

водорода составляют: в водоемах культурно-бытового назначения – 0,1 мг/л (3·10
-6

 

моль/л), в водоемах рыбохозяйственного назначения – 0,01 мг/л (3·10
-7

 моль/л). 

К уменьшению содержания H2O2 и смещению окислительно-восстановительного 

баланса среды водоема в сторону восстановительного состояния ведет интенсивное 

выделение микроводорослями веществ с ярко выраженными восстановительными 

свойствами. Особенно активными продуцентами таких веществ являются цианобакте-

рии, развитие которых угнетается в присутствии 10
-6 

– 10
-5

 М H2O2 [352]. Выделение 

ими активных веществ-восстановителей, эффективно взаимодействующих с перокси-

дом водорода, нейтрализует токсичное для них действие H2O2.  

Абиогенный процесс распада пероксида водорода катализируется микроколиче-

ствами ионов металлов переменной валентности (ионами и комплексами меди и же-

леза и др.). 

Окислительные абиотические процессы с участием пероксида водорода могут 

выполнять важную роль в трансформации органических веществ, в процессах поли-

меризации остатков этих соединений [5-7]. В искусственных системах очистки они 

могут быть использованы для разложения некоторых органических ксенобиотиков и 

дезинфекции воды. Так, H2O2 в естественных концентрациях окисляет многие ами-

ны и фенолы. Окисление этих веществ протекает более эффективно в присутствии 

катализаторов – солей железа (II) или железа (III), марганца, меди. Деструкция неко-

торых других органических веществ, например, полимерных материалов, протекает 

в результате автокаталитических реакций с кислородом, инициируемыми присут-

ствием катализаторов.  

Пероксид водорода участвует в деструкции многих природных биополимеров, 

осуществляемой, главным образом, грибами. Наибольшей активностью в разложе-
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нии таких устойчивых полимеров, как лигноцеллюлоза и лигнин, обладают грибы – 

возбудители белой гнили. Среди промежуточных продуктов распада целлюлозы и 

лигнина обнаружены Н2O, H2O2, O2, O
-

, целлобиоза, глюкоза, целлобионовая кисло-

та, феноксильные радикалы [353]. 

Соединения переходных металлов участвуют наряду с агрессивными кисло-

родными радикалами и частицами в регулировании окислительно-

восстановительного баланса водной среды, отвечают за ее биологическую полно-

ценность и сбалансированность химико-биологических процессов в системе водная 

среда – организмы гидробионтов – донные отложения. 

В окислительной трансформации веществ в водных средах важную роль играет 

цикл марганца [5, 6]. В аэробных условиях марганец существует в виде нераствори-

мых оксидов марганца (III, IV), находящихся в воде либо в виде метастабильных 

микроколлоидных частиц, либо крупных коллоидов. В анаэробных условиях, напри-

мер, на дне водоема оксид марганца восстанавливается до Мn
2+

, поступает в толщу 

воды, где вновь окисляется. Аналогичный круговорот совершают ионы железа. 

Окисление ионов Мn
2+

 в воде до Мn (III, IV) осуществляется марганецокисля-

ющими бактериями и абиотически при воздействии H2O2 и свободных радикалов. В 

условиях достаточного обеспечения кислородом марганецокисляющие бактерии 

окисляют растворимые соединения марганца, образующиеся в результате деятельно-

сти факультативно-анаэробных микроорганизмов в болотах, илах и в почвах. Обра-

зующиеся оксиды марганца устойчивы в аэробных условиях и нерастворимы в воде. 

Восстановление металлов с участием микроорганизмов может быть использо-

вано для биоокисления органических и неорганических отходов [354]. Окисление 

моноароматических соединений до диоксида углерода в присутствии Fe(III) как 

единственного акцептора электронов является возможным механизмом биоокисле-

ния органических загрязнений, например, при нефтяном загрязнении водоносного 

слоя или при загрязнении почв фенолами. 

Функционирование цикла окисления-восстановления марганца может быть 

взято за основу при разработке, в частности, методов деструкции особо токсичных 

труднодеградируемых органических соединений: ароматических соединений, поли-

мерных материалов и др. По сравнению с известными попытками использовать же-

лезобактерии для целей биодеструкции органических веществ, данная система мо-

жет оказаться гораздо эффективнее из-за большей окислительной способности 

ионов Mn
3+

 и Mn
4+

 по сравнению с ионами Fe
3+

. Такая система окисления-

восстановления была апробирована нами для биодеструкции отработанных ионооб-

менных смол – отходов атомных электростанций [244, 245]. 
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В почвенных средах определенную роль в окислительной абиотической транс-

формации загрязнений могут выполнять глинистые минералы и оксиды металлов, в 

первую очередь железа и марганца по причине их большего содержания в почве [7, 72]. 

Глины способны катализировать реакции электронного переноса [7, 72]. Один 

из наиболее простых случаев – окисление ароматических молекул до радикал-

катиона на филлосиликатах, содержащих катионы переходных металлов. Другой хо-

рошо изученной системой являются Fe(III) и Cu(II) смектиты. Смектитовые глины 

могут переносить электроны между структурными Fe
2+

/Fe
3+

 центрами и органиче-

скими молекулами, адсорбированными на внешней или внутренней поверхности. В 

некоторых случаях окисление адсорбированных на поверхностях глин органических 

молекул осуществляется непосредственно кислородом, а не ионами металлов. Ад-

сорбированные Fe
3+

 и Cu
2+

 могут также катализировать похожие окислительные 

процессы.  

Многие замещенные ароматические соединения могут подвергаться катализи-

руемому глинами свободно-радикальному окислению. При реакции бензола или фе-

нола с Fe
3+

- или Cu
2+

- замещенными смектитами образуется высокомолекулярный 

полимер. В этом процессе участвуют радикал-катионы ароматических молекул, об-

разуемые на поверхности глин [7, 72]. 

Абиотические процессы трансформации с участием оксидов Mn(III/IV) и Fe(III) 

играют важную роль в окислении природных и техногенных фенолов в почвенных 

средах. Фенольные кислоты – продукты деградации лигнина, составляющие боль-

шую долю эксудатов, высвобождаемых растениями в стрессовых условиях. Для рас-

тений они важны как соединения, способные мобилизовать необходимые микроэле-

менты, и как фитотоксины. Оксиды Mn(III/IV) и Fe(III) достаточно сильные окисли-

тели для очень быстрого окисления фенольных соединений.  

Совокупный результат процессов, протекающих с участием агрессивных кис-

лородных радикалов и частиц, прежде всего H2O2, и металлов переменной валентно-

сти, отражает состояние трофности природного биотопа, окислительно-

восстановительный баланс среды, эффективность процессов самоочищения природ-

ных сред, таких, например, как непроточные водоемы. Самоочищение природных 

сред – это процесс совместного действия биоты, химически-активных частиц, ак-

тивных форм кислорода (H2O2 и др.), ионов железа, марганца и др. При самоочище-

нии биологические процессы протекают одновременно и во взаимодействии с абио-

тическими процессами: физическими, физико-химическими, химическими, фотохи-

мическими. В этих процессах пероксид водорода и другие АФК могут являться 

межпопуляционными регуляторами в биоценозе. 
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Применительно к решению прикладных задач контроль и регулирование кон-

центрации пероксида водорода, окисленных и восстановленных форм переходных 

металлов (Mn, Fe) в среде может служить одним из средств повышения эффективно-

сти биологической очистки загрязненных вод, уменьшения вторичных отходов, по-

вышения качества очистки и снижения затрат на разложение загрязнений. Апроба-

ция этого подхода целесообразна, в частности, в системах аэробной очистки сточ-

ных вод с полным рециклом активного ила с одновременным обеспечением высоко-

го качества очищенной воды. В таких системах избыточный ил должен образовы-

ваться в небольших количествах, что важно для снижения затрат на его утилизацию. 

Режим с полным рециклом активного ила, иначе называемый режимом с полным 

самоокислением ила, давно апробирован специалистами в области биологической 

очистки сточных вод, однако он не позволяет обеспечить высокое качество очищен-

ной воды. 
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ГЛАВА 2. СТРЕСС И СИСТЕМЫ ОТВЕТА НА СТРЕСС У  

МИКРООРГАНИЗМОВ 

 

2.1. Понятие стресса, уровни ответа на стресс и его виды 

 

В природных условиях воздействия различных факторов изменчивы, обычно не 

бывают оптимальными для жизнедеятельности и предопределяют регулярное пре-

бывание организма в условиях стрессов различной степени выраженности. Выжива-

ние под действием стресса, определяемого многими факторами, скорее является 

правилом, чем исключением, поэтому способность выдерживать неблагоприятные 

условия, а также возможность усиления синтеза определенных метаболитов в этих 

условиях имеют чрезвычайно важное значение для поддержания жизнедеятельности 

микроорганизмов. 

Применительно к культивированию микроорганизмов используются следую-

щие определения стресса: 

– состояние микроорганизма, при котором происходит нарушение гoмеoстаза 

клеток под воздействием неблагоприятных условий окружающей среды, сопровож-

дающееся формированием клетками адаптивного ответа за счет вынужденной мoби-

лизaции собственных физиoлoгических и гeнeтических резервов [355]; 

– воздействия за пределами нормального диапазона контроля гомеостаза; 

– физиологические изменения, обусловленные модификацией окружения (фи-

зические, химические, условия питания), которые могут иметь множество послед-

ствий для микроорганизмов, таких как задержка роста и гибель клеток [356-358]; 

– совокупность ответных реакций, которые направлены на преодоление небла-

гоприятных изменений условий культивирования, вызванных воздействием стрессо-

вых факторов.  

Состояние стресса у микроорганизмов может быть связано или не связано с 

нарушениями клеточных структур, т. е. клетки могут быть или не быть травмирова-

ны. Под влиянием сублетальных воздействий неблагоприятных факторов происхо-

дят перестройки в процессах обмена веществ в клетке, имеющие очевидное адап-

тивное значение. При стрессорном воздействии у микроорганизмов активируются 

различные системы адаптивного ответа [348, 359, 360].  

Стрессовые факторы – это факторы абиогенного и биогенного происхожде-

ния, способные вызывать у микроорганизмов состояние стресса. Воздействие стрес-

совых факторов может быть направлено на сами клетки, на их субстраты и метабо-

литы. В литературе применительно к стрессовым факторам, воздействующим на жи-

вые объекты, принято использовать термин «стрессоры» [361]. 
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К стрессовым факторам относят изменение условий освещения и температуры, 

изменение газового состава среды, осмотический и рН-шок, голодание, вызванное 

недостатком или отсутствием какого-либо источника питания, ультрафиолетовое 

излучение, ионизирующую радиацию, действие различных окислителей (окисли-

тельный или оксидативный стресс), токсичных веществ, замораживание, высушива-

ние, механическое повреждение и т.д. [348, 360, 362]. Часто наблюдается совместное 

и раздельное действие этих факторов на живые организмы.  

В микробиологических системах культивирования важна устойчивость микро-

организмов к воздействию стресса, которая в широком смысле характеризует их 

способность удовлетворять необходимым предопределенным требованиям. 

Принято считать, что любой стресс оказывает негативное влияние на живые 

клетки. Если воздействие стрессоров не выходит за пределы зоны толерантности, то 

речь может идти о подпороговых (сублетальных) стрессах, к которым микроорга-

низмы могут адаптироваться и изменять свой метаболизм в ту или иную сторону 

при освоении экологических ниш или поддержании внутриклеточного и внутрипо-

пуляционного гомеостаза. В пределах диапазона толерантности воздействие стрес-

соров запускает разнообразные адаптивные механизмы ответа у микроорганизмов, 

которые во многом аналогичны ответам в клетках и организмах высших животных – 

от стимуляции физиологических процессов до их ингибирования [348, 359, 360, 363, 

364]. Их размножение замедляется и прекращается. Метаболизм перестраивается на 

синтез белков, необходимых для выживания [365, 366]. При культивировании мик-

роорганизмов отклонение совокупного микробиологического процесса от оптималь-

ной траектории переводит часть или всю популяцию клеток в состояние стресса и 

обычно снижает их целевую физиологическую активность и ухудшает выходные 

показатели биосинтеза (за исключением особых случаев, когда наблюдается направ-

ленная индукция целевого продукта в стрессированной культуре). Учитывая нели-

нейность процессов регуляции метаболизма и множественность устойчивых состоя-

ний нелинейных биологических систем, при критических стрессорных отклонениях 

от оптимального состояния возврат стрессированных микробных популяций в 

прежнее состояние часто затруднен [10, 11]. 

Факторы и процессы, которые помогают микроорганизмам преодолевать не-

благоприятные изменения, можно определить как антистрессорные (антистрессо-

ры).  

Надо иметь в виду, что в природных условиях часто наблюдаются совместные 

воздействия стрессоров и антистрессоров, примером которого является одновре-

менное прооксидантное и антиоксидантное действие химических веществ, нахо-

дящихся в среде [367-375]. 
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Можно выделить следующие уровни ответа на стресс у микроорганизмов: 

- адаптивные реакции и ответ, адаптивная эволюция на популяционном уровне; 

- адаптивные реакции и ответ на уровне фенотипа и внутрипопуляционной ди-

намики; 

- модификационная изменчивость и эпигенетические изменения; 

- ответ и регуляция на клеточном уровне; 

- физиологические реакции, физиологическая регуляция; 

- ответ и регуляция метаболизма на биохимическом уровне; 

- ответ и регуляция метаболизма на генетическом уровне. 

 

2.2. Адаптивные реакции у микроорганизмов на популяционном уровне 

при стрессовых воздействиях 

 

Адаптация характеризует способность особей и популяций видоизменяться в 

направлении, увеличивающим шансы на сохранение жизненной активности, и спо-

собность к размножению в данных условиях окружающей среды [376]. В микробио-

логии традиционно понимание адаптации как процесса выработки приспособлений 

организмов к условиям данной среды существования. 

Процесс приспособления к среде определяется регуляторными механизмами 

биологической клетки, генетическими особенностями популяции, составом биоло-

гического сообщества. Изменение условий среды или существовавших групп приво-

дит к появлению свободных экологических ниш, заселяемых в силу естественного 

отбора наиболее приспособленными формами, у которых признаки организмов спо-

собствуют выживанию и воспроизведению вида (то, что называют адаптивной ради-

ацией). Освоение видом новой среды возможно лишь при наличии у него свойств, 

возникших в прежней среде обитания, т.е. наличии преадаптации [377]. 

Изменения, наблюдаемые в ходе адаптации, представляют собой не что иное, 

как адаптивный клеточный ответ на стрессовое воздействие, стабилизирующий вид 

в экстремальных условиях. Микроорганизмы имеют многочисленные стратегии раз-

вития для того, чтобы справиться с изменениями [365, 366, 377-384]. 

Многие механизмы адаптации у организмов направлены на поддержание го-

меостаза, т.е. относительного постоянства состава и свойств внутренней среды це-

лостного организма (у высших животных) или отдельных клеток (у микроорганиз-

мов и других одноклеточных организмов). Физиологическое равновесие и гомеостаз 

поддерживаются тогда, когда время адаптации к изменениям не превышает время 

самих изменений. 
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Практически все признаки организмов в той или иной мере служат выживанию 

и воспроизведению вида. Применительно к микроорганизмам их можно сгруппиро-

вать следующим образом: 

1) адаптация к абиотическим факторам; 

2) адаптация к питанию; 

3) адаптации к биотическим воздействиям. 

На фенотипическом уровне у микроорганизмов наиболее характерными прояв-

лениями адаптации к действию стресс-факторов являются клеточная дифференци-

ровка, морфологическая диссоциация, проявляющаяся в виде различных морфоформ 

колоний на твердых питательных средах, образование специализированных клеток – 

гетероцист, покоящихся форм (персистентных клеток), криптических клеток, спор, 

накопление резервных веществ, образование ультрамикроклеток, предназначенных 

для выживания и распространения вида при наступлении неблагоприятных условий. 

В покоящихся формах микроорганизмов резко снижен обмен веществ и энергии, в 

силу чего они могут быть более устойчивы к различным повреждающим факторам 

внешней среды [365, 385-387].  

Ещё в 1894 году Н.Ф. Гамалеем было обнаружено, что бактерии, частично или 

полностью лишённые клеточной стенки, сохраняют способность к развитию. Позд-

нее в 1935 году подобные морфологические единицы были выделены и названы L-

формами – (Lister Institute in London). Было показано, что L-формы могут возникать 

в ответ на разбалансировку в метаболизме «нормальных бактериальных форм» при 

воздействии бактериостатических антибиотиков, УФ-облучения, радиации или иных 

стрессорных факторов. Морфологически L-формы представляют собой шаровидные, 

нитевидные или бесструктурные клетки размером 0,2–50 мкм. Они обладают малой 

механической прочностью и низкой метаболической активностью. Пролиферация 

происходит путём неорганизованного отпочкования от поверхности клетки или от 

мембраны вакуоли с образованием элементарных тел различных размеров. Культи-

вирование L-форм можно осуществлять на твердой среде, при этом колонии частич-

но погружены в агар [365, 385]. L-формы способны превращаться в «нормальные» 

бактериальные клетки после исключения действия фактора, вызвавшего их конвер-

сию, что выражает обратимость фенотипической изменчивости [388]. Однако из-

вестны и стабильные L-формы, способные развиваться в различных условиях среды, 

не возвращаясь в нормальные бактериальные формы. Обычно это касается сапро-

фитных и патогенных организмов [389]. Весьма распространено образование L-

форм у Bacillus subtilis [390]. 

Известная у Streptococcus pneumoniae фенотипическая конверсия двух типов 

клеток – S-тип (smooth) и R-тип (rough) – обладает термовариабельностью, то есть 
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при нагревании клеточной суспензии клетки S-типа способны переходить в R-тип. 

Для Bacillus subtilis было показано наличие R и S форм по аналогии с Streptococcus 

pneumoniae и дополнительно P (phantom) фенотипа, представляющего собой нечто 

промежуточное между вегетативной и споровой формой.  

Для галобактерий Halobacterium salinarum морфологическая дифференцировка 

проявляется в наличии колоний с белой, оранжевой и сиреневой окраской.  

Молочнокислые бактерии при углеводном голодании теряют способность об-

разовывать колонии и переходят в покоящееся состояние по крайней мере в течение 

2 недель. У молочнокислых бактерий Lactococcus lactis при рассеве длительно хра-

нящихся (срок до 1 года) голодных (культивирование на среде, не содержащей глю-

козу) клеточных суспензий наблюдается развитие отличных от доминанта вариан-

тов, которые имеют различные и морфологические (размер колоний), и биохимиче-

ские характеристики [391]. Минорные диссоцианты обладают повышенной терморе-

зистентностью, а также устойчивостью к оксидативному стрессу. Кроме этого, име-

ются отличия на уровне хромосомальной ДНК, свидетельствующие об изменении 

регуляции экспрессии генов утилизации лактозы, мальтозы и рибозы, а также неко-

торых стрессорных генов. Также получены данные о фенотипических и генотипиче-

ских различиях внутрипопуляционных вариантов (клонов) молочнокислых бактерий 

для Lactococcus lactis, Enteroccocus faecalis, Lactobacillus delbreuckii subsp. lactis. 

Было выяснено, что минорные и доминантные фенотипы различаются рядом биохи-

мических характеристик, в том числе протеолитической активностью и устойчиво-

стью к действию антибиотиков, а также плазмидными профилями [392]. Цистопо-

добные покоящиеся клетки в ходе голодания или при высокой плотности клеточной 

популяции образуются и у L. plantarum [393, 394]. 

Расшифровка механизмов фенотипической изменчивости показала участие 

каскадных клеточных ответов от первичного сигнала из окружающей среды, много-

контурного регулирования и регулонов генетической компетентности при переход-

ном процессе смены фенотипа [395].  

При клеточной и морфологической дифференцировке изменения происходят в 

рамках постоянства генотипа [396]. Это имеет приспособительное значение, выра-

женное в большой фенотипической вариабельности и конкурентоспособности вида 

и популяции в изменившихся условиях существования. 

Фенотипическая изменчивость и вариабельность популяции может сопровож-

даться обратимыми внутригеномными генетическими перестройками [397]. Такая 

изменчивость может проявляться как фазовые и антигенные вариации, конверсия 

фенотипа, R-, S-, М – диссоциация. Механизмы подобной генетической вариабель-

ности – адаптивные мутации, транспозиция мобильных генетических элементов, 
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профагов, дрейф плазмид [393]. Все они протекают с частотой порядка 10
-2

–10
-4

 на 

одно клеточное деление и проявляются на уровне фенотипа и морфологии. Одно-

временно изменяется и целый ряд других свойств клеток: степень вирулентности па-

тогенных бактерий, интенсивность биосинтеза и т.п. [398]. Популяционная изменчи-

вость фенотипа является широко распространенным механизмом, известным для 

большого числа бактерий кишечной группы, псевдомонад [399], бацилл [400], мо-

лочнокислых бактерий (выщепление минорных изолятов) [386, 401] и многих дру-

гих микроорганизмов. Такую изменчивость относят к модификационной. Модифи-

кационная изменчивость носит приспособительный (адаптационный) характер. 

Изменчивость популяции происходит внутри (в пределах) нормы реакции генотипа 

и фенотипически проявляется только в период воздействия фактора, при этом не 

происходит изменений генотипа. Отличие модификационной изменчивости от 

обычных мутаций или классического генного регулирования заключается в том, что 

она обусловлена генетическими и эпигенетическими механизмами, не сопровожда-

ющимися наследованием признаков, поэтому модификационная изменчивость обра-

тима, характеризуется высокой частотой реверсий к исходному фенотипу, и за две-

три генерации можно воспроизвести гетерогенную популяцию, способную противо-

стоять неблагоприятным внешним условиям [396]. Такая ненаследственная измен-

чивость, сопровождаемая обратимой перестройкой генома, особенно выражена при 

стрессовых воздействиях на популяцию бактерий и проявляется как адаптивный 

клеточный ответ на стресс.  

С точки зрения управляемого культивирования микроорганизмов их модифика-

ционная изменчивость и способность адаптироваться к изменяющимся условиям 

окружающей среды, а также выявление закономерностей, контролирующих регуля-

цию диссоциативных переходов, представляют значительный практический интерес. 

Применительно к задачам диссертационной работы модификационная изменчивость 

может иметь значение при обработке микробной популяции низкими дозами стрессо-

ров с целью ее преадаптации к более высоким дозам стрессовых воздействий [402, 

403].  

При адаптации к стрессу наряду с ненаследуемыми изменениями также могут 

наблюдаться стресс-индуцированные мутации [300, 404]. Генетическая перестройка 

популяции с появлением наследуемых признаков наблюдается, например, при автосе-

лекции в условиях непрерывного культивирования микроорганизмов. Скорость и 

направление автоселекции зависят от природы организма и условий окружающей 

среды. В зарубежной литературе применительно к изменчивости, целенаправленно 

вызываемой условиями отбора, используется термин «адаптивная эволюция» [405, 

406].  
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В качестве примера целенаправленной адаптивной эволюции можно упомянуть 

широко известный долговременный эксперимент по изучению эволюции 12 изоли-

рованных популяций E. coli в лабораторных условиях при росте на среде с глюко-

зой, проводимый научной группой под руководством Ричарда Ленски [407, 408], в 

ходе которого удалось получить и закрепить в популяции мутанты со способностью 

усваивать цитрат, входящий в состав питательной среды.  

На практике методы адаптивной эволюции широко используются для повыше-

ния устойчивости к стрессу, выхода продукта и снижения затрат на его получение 

[406, 409-414]. Такая преадаптация означает постепенное улучшение стрессоустой-

чивости, когда микроорганизмы были в первый раз подвержены сублетальному ана-

логичному стрессу [402, 415]. 

В качестве примера практического применения метода адаптивной эволюции 

приведем работу Zhang et al. [416], в которой был изолирован кислотоустойчивый 

штамм молочнокислых бактерий Lactobacillus casei lb-2 по результатам эксперимен-

та, проводившегося в течение 70 дней. Был выделен мутант с повышенным выходом 

биомассы и выживаемостью при кислотном стрессе. Этот мутант имел более высо-

кий внутриклеточный pH и содержание NH4
+
 в кислотных условиях. Внутриклеточ-

ное содержание аргинина и аспартата было выше на 40% и 23,9% соответственно по 

сравнению с исходным штаммом. Протеомный анализ показал, что наблюдалась по-

вышенная экспрессия многих белков, включающая шаперонин (GroEL), белок репа-

рации ДНК (RecO). 

Большое практическое значение имели работы, направленные на автоселекцию 

штаммов с полезными признаками в непрерывных условиях культивирования. 

Печуркин [379] выделял следующие типы мутантов, отбираемые при проточ-

ном культивировании: 

- мутанты, способные более полно утилизировать лимитирующий субстрат; 

- «экономичные» мутанты; 

- более резистентные мутанты; 

- более жизнеспособные мутанты; 

- мутанты с пониженными скоростями отмирания; 

- менее «мутабильные» мутанты; 

- быстро растущие и быстро отмирающие мутанты; 

- мутанты с увеличенной максимальной скоростью роста; 

- мутанты, выделяющиеся в неоднородных по пространству средах. 

Скорость увеличения мутации в природной или техногенной популяции будет 

зависеть от состояния развития биоценоза, численности мутантного штамма и сте-

пени его адаптационного преимущества. В микробной популяции с равновесной 
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устоявшейся численностью в достаточно замкнутой экологической нише, т.е. когда 

все экологические ниши заполнены и численность популяций стационарна, напри-

мер, в почве или в проточной системе без отвода биомассы (в биореакторах с иммо-

билизованными клетками, в мембранном биореакторе) она может быть оценена сле-

дующим образом. 

Пусть имеем 2 штамма микроорганизмов: нормальный n и мутантный m. 

Пусть m имеет определенное адаптивное преимущество перед n. Можно при-

нять, что суммарная средняя численность популяции m + n стабилизирована в эко-

системе, т.е. Xm + Xn = Xm0 + Xn0 = const.  

Мутация возникает с частотой q0=Xm0/Xn0 << 1 в момент времени t0 и далее 

накапливается в ходе отбора, увеличивая свою численность за одно поколение в 1 + 

 = k раз. В данном случае  характеризует адаптационное преимущество мутантно-

го штамма. В ходе смены поколения (за одну генерацию) доля q (частота мутации) 

штамма m возрастает в 1 +  = k раз, т.е. частота мутации в первом поколении будет 

q1 = q0k (это справедливо до тех пор, пока q << p). За второй цикл смены поколений – 

на величину q2 = q1k = q0k
2
;  за i-ый – на qi = q0k

i
, причем qi + pi = q0 + p0 = 1, где pi – 

доля штамма n. 

Необходимое число циклов смены поколений для достижения определенной 

величины qi  , 

klg

q/qlg
i 0i

 

Например, если qo = 10
-7

,   = 10
-3

, k = 1 + 10
-3

, то для достижения доли m  1% 

понадобится  
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циклов смены поколений. 

Если время генерации 1 час, то понадобится  1,3 года для достижения доли 

мутанта m 1% в природной популяции.  

Из этого примера видно, что на темпы эволюции прежде всего влияет , т.е. 

степень адаптивного преимущества мутантного штамма в популяции, а не его чис-

ленность. При этом адаптивное преимущество может быть крайне мало. 

Действие таких стресс-факторов, как УФ-излучение, реакционно-активные 

гидроксильные радикалы и другие АФК, приводит к повышению частоты мутаций, 

что дает возможность микробной популяции быстрее адаптироваться к стрессовым 

условиям за счет большего генетического разнообразия [300, 414, 417-418]. 

В случае модификационной изменчивости при действии стрессоров речь может 

идти о селективном преимуществе клонов, образовавшихся за счет внутригеномной 
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перестройки. Поскольку частота появления модифицированных клонов составляет 

10
-2

–10
-4

 на одно клеточное деление, то, например, при содержании клона в исход-

ной популяции 1% (т.е. 10
-2

), в конечной популяции 90%, адаптационном преимуще-

стве клона 10% (вполне реально для клонов с активно функционирующими систе-

мами ответа на стресс) необходимое число циклов смены поколений составит: 

23
)101lg(

10/90lg

lg

/lg
1

0 



k

qq
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Т.е. понадобится всего 23 генерации клеток микроорганизмов для получения 

линии, адаптированной к стрессу. Если популяцию адаптировать к стрессу методом 

пассирования, в частности, пересевами из колб в колбу на фоне действия стрессора, 

то при 1% инокулята понадобится всего 3–4 пассажа. 

Таким образом, применительно к воздействию стрессоров ответ микробных 

популяций может проявляться в виде фенотипической, модификационной (эпигене-

тической) и мутационной изменчивости. Действие ряда стресс-факторов не только 

создает селективное давление на популяцию, но и может ускорять ее адаптацию к 

стрессу. 

 

2.3. Ответ на стресс на клеточном уровне 

 

При сублетальных воздействиях клетки не погибают сразу, но оказываются 

травмированными, т.е. находятся в состоянии стресса. Их дальнейшая судьба в зна-

чительной степени зависит от условий, в которых они окажутся. У травмированных 

клеток во многих случаях нарушаются барьерные функции мембран, наблюдается 

выход в среду некоторых метаболитов, нарушается синтез белка, структура ДНК. 

Некоторые условия, вполне благоприятные для развития нормальных микроорга-

низмов, могут быть гибельными для травмированных клеток.  

Переход микроорганизмов в состояние стресса индуцирует и стимулирует у 

них ответные реакции, системы, направленные на преодоление неблагоприятных 

изменений. Эти ответы включают аспекты чувствительности клеток (к стрессовым 

факторам), передачу сигнала, транскрипционный и посттрансляционный контроль, 

накопление защитных веществ и активизацию репарирующих функций; метаболизм 

перестраивается на активизацию защитных функций в ущерб системам, связанным с 

ростом и размножением. 
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2.3.1. Поддержание гомеостаза и системы ответа на стресс-факторы 

 

На клеточном уровне выявлен широкий спектр механизмов, генетических и 

биохимических систем, поддерживающих метаболический гомеостаз и повышаю-

щих выживаемость клеток в условиях стресса. В стресс-ответе могут участвовать 

осмопротекторы (при осмотическом стрессе), химические шапероны (при тепловом 

шоке), видимый свет (при фоторепарации), антиоксидантные системы (при оксида-

тивном стрессе) и другие факторы, которые можно отнести к антистрессорным. 

De Angelis et al. [419] выделяет 3 группы механизмов повышения устойчивости 

к стрессу, включающие:  

1) ответ на стресс, ассоциированный со стационарной фазой, который связан с 

индукцией многих регулонов, помогающих преодолеть стрессовые условия; 

2) специфический ответ, вовлекающий сверхсинтез белков, предназначенных 

для защиты клетки от специфических условий стресса;  

3) перекрестный ответ, который индуцируется специфическим стрессом, но 

обеспечивает защиту также против других стрессов. 

Часто эти механизмы функционируют комплексно, взаимно дополняют друг 

друга, пересекаются, вовлекают общие определенные гены и, таким образом, не 

полностью независимы друг от друга. В поддержании гомеостаза и перестройке ме-

таболизма на клеточном уровне участвуют регуляторные белки, низкомолекулярные 

факторы, гормоны, обеспечивающие координацию процессов транскрипции и 

трансляции и получившие название алармонов (фр. alarme – тревога). Системы от-

вета на стресс и репарации находятся под контролем соответствующих генов. Время 

ответа с момента действия стрессора варьируется от нескольких секунд до несколь-

ких часов [420, 421]. Например, молочнокислые бактерии отвечают на тепловой шок 

[422] и осмотический шок [423] в течение минут по сравнению с ответом на холод 

[424] в течение часов.  

Подробнее рассмотрим основные особенности систем ответа на стресс у мик-

роорганизмов с точки зрения расширения возможностей управляемого культивиро-

вания. 

 

2.3.2. Общий ответ на стресс и система строгого контроля 

 

В общем ответе на стресс и в системе строгого контроля участвуют более 100 

белков [355, 425-429]. Они позволяют микроорганизмам переключаться на новые 

источники питания, стимулируют экспрессию белков, вовлеченных в подвижность и 

хемотаксис, и необходимы для адаптации к стрессу, каковой может быть вызван не 
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только голоданием, но и другими сигналами, такими как изменения в скорости ро-

ста, тепловой шок [430-432], гиперосмотический шок [421]. Кроме того, общий от-

вет на стресс важен для перекрестной защиты клетки от различных стрессов [421, 

433]. 

Универсальными регуляторами, участвующими в общем ответе на стресс и в 

системе строгого контроля, являются низкомолекулярные факторы типа гуанозин-

5,3-дифосфата (ррGрр), циклический аденозимонофосфат (cAMP), белковый регу-

лятор общего ответа – субъединица РНК-полимеразы σ
S
 (σ

38
, RpoS) у E. coli, DnaK 

супрессорный белок (DksA) [425, 429, 431, 434-437], циклический дигаунинмоно-

фосфат (di-GMP), ацетилфосфат (AcP). Эти регуляторы, наряду с QS-факторами, 

участвуют в образовании биопленок [438-441], в ответе на голодание, в переходе 

клеток в стационарную фазу, при осмотическом стрессе, кислотном шоке, тепловом 

и холодовом шоке [428, 429, 442, 443]. Контроль их внутриклеточного содержания 

имеет важное значение для поддержания сверхэкспрессии целевых белков при куль-

тивировании рекомбинантных микробных продуцентов [420, 444]. 

Система строгого контроля включается в ответ на исключение из среды необ-

ходимых клетке аминокислот, источника углерода, солевой шок, инактивацию ами-

ноацил-тРНК-синтетаз, падение температуры, при дефиците энергии (в виде АТP). В 

регуляции ответа участвуют гуанозин-5-дифосфат-3-дифосфат (ppGpp) и гуанозин-

5-трифосфат-3-дифосфат (pppGpp), координирующие процессы транскрипции и 

трансляции [436, 437, 445-448]. У E. coli накопление ppGpp, сAMP и σ
S
 в клетках 

наблюдается в условиях дефицита углеродного субстрата (глюкозы) [420, 449], как, 

например, в режиме высокоплотностного культивирования с подпиткой субстратом, 

и приводит к резкому торможению образования стабильных форм РНК (тРНК и 

рРНК) и, соответственно, к торможению формирования аппарата трансляции, избы-

точное количество которого в условиях голодания становится излишним и даже 

вредным. Это и есть так называемый строгий контроль. В накоплении самого ppGpp 

у E. coli участвует бифункциональный белок SpoT [450]. В условиях голода по ком-

понентам питания или иным факторам SpoT работает как ppGpp-синтаза, а в случае 

избытка питания как ррGpp-аза. РpGpp активирует синтез σ
S
-субъединица (RpoS) 

РНК-полимеразы, которая в свою очередь стимулирует экспрессию многих генов 

стрессоустойчивости. То есть в условиях умеренного голодания клетка более стрес-

соустойчива. С накоплением ppGpp одновременно подавляется транскрипция локу-

сов рибосомных белков и факторов элонгации трансляции, наблюдается снижение 

общего уровня метаболизма, но активируются некоторые аминокислотные регулоны 

(триптофановый, гистидиновый), регулоны азотного метаболизма, протеолитиче-

ские системы клетки, ускоряющие внутриклеточный протеолиз, регулируется ак-
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тивность ряда ключевых ферментов метаболизма, участвующих в образовании нук-

леотидов, фосфолипидов, пептидогликана, в транспорте азотистых оснований, изме-

няется чувствительность к свету [450]. Строгий ответ индуцирует масштабные фи-

зиологические транскрипционные изменения, которые ведут к переходу клеток в 

нерастущее состояние. Все это способствует выживанию клетки в стрессовых усло-

виях. Гуанозинполифосфаты аналогичного или иного строения обнаружены в клет-

ках многих про- и эукариот, где они, наряду с аденозинполифосфатами, выполняют 

различные регуляторные функции. 

Тесная координация процессов транскрипции и трансляции важна для приспо-

собления клетки к условиям голодания, например, при переносе на бедную среду 

(так называемый shift-down). 

При обратной ситуации – переносе клеток на богатую среду (shift-up) процессы 

сопряженной транскрипции-трансляции (особенно на этапе биосинтеза и сборки ап-

парата трансляции) являются наиболее «узким» местом метаболизма, лимитирую-

щим общую скорость роста популяции. 

После обогащения среды происходит «вспышка» синтеза белка за счет мобили-

зации внутренних ресурсов, в частности, пула рибосомных субчастиц, тРНК перехо-

дит в «заряженное» состояние, в результате резко снижается образование ppGpp и 

запускается быстрый синтез стабильных форм РНК (тРНК и рРНК), чему способ-

ствует множественная репрессия ранее функционировавших оперонов (в связи с 

наличием в богатой среде готовых конечных продуктов: аминокислот, азотистых 

оснований и др.). В итоге синтез белка и скорость роста увеличиваются до той вели-

чины, которую допускает сопряженное функционирование процессов транскрипции-

трансляции. 

 

2.3.3. Осмотический стресс 

 

Важным фактором, влияющим на культивирование микроорганизмов, является 

начальное содержание субстрата в ферментационной среде, с повышением концен-

трации которого растет осмотическое давление и снижается активность воды. В рас-

творе глюкозы с концентрацией 100 г/л осмотическое давление составляет примерно 

1,5 МПа, при концентрации 200 г/л – 3,1 МПа, при 250 г/л – 4,1 МПа, а при 300 г/л 

глюкозы – уже 5,3 МПа [114].  

При высоком содержании солей общий механизм, направленный на противо-

стояние микроорганизмов экстремальной солености, связан с выбросом клеткой 

стрессового солевого агента и аккумуляцией соединений – осмолитов (осмопротек-

торов), совместимых с клеточным содержимым и структурами и противостоящих 
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внешнему осмотическому давлению. За синтез этих соединений ответственны osm-

гены, которые включаются в клетках при повышении осмолярности среды [451]. 

Микроорганизмы накапливают такие водорастворимые осмопротекторы, как 

бетаин ( N,N,N-триметилглицерин) [452-455], глицинбетаин и карнитин [456, 457], 

трегалоза [458, 459] и другие соединения. Присутствие в среде осмопротекторов 

(глицинбетаина, карнитина, пролина) существенно повышает устойчивость клеток к 

гиперосмотическому стрессу [423, 460]. 

У дрожжей-сахаромицетов осмотический стресс изменяет экспрессию более 

100 белков. В осмоадаптацию вовлечены протеинкиназа А (cAMP-зависимая проте-

инкиназа), участвующая в общем ответе на стресс, а также универсальный для эука-

риот каскадный механизм передачи сигнала с участием митоген-активируемых про-

теинкиназ (MAP-киназ) [421, 461-469], транскрипционные факторы Msn2, Msn4, 

Hot1p, Sko1p и др. [470-473]. Большинтво из них вовлечены в регуляцию ответа не 

только на осмотический стресс, но и на тепловой шок, оксидативный стресс, голода-

ние [421, 470, 474, 475]. 

У молочнокислых бактерий и ряда других микроорганизмов при повышенной 

концентрации углеводов в среде последние поступают в клетку по механизму облег-

ченной диффузии, их внеклеточные и внутриклеточные концентрации уравновеши-

ваются и поэтому оказывают менее существенное воздействие на клетки [423]. Та-

кие МКБ как L. plantarum способны потреблять осмопротекторы из питательной 

среды, в отличие от B. subtilis, синтезирующих эти вещества [423, 456, 457, 460, 476-

478]. В накоплении осмопротекторов участвует система транспорта четвертичных 

аммонийных соединений (QacT), принадлежащая к семейству ABC транспортных 

систем [460]. 

Другой общий механизм, направленный на противостояние микроорганизмов 

экстремальной солености, связан с выбросом клеткой стрессового солевого агента 

[479]. При гиперосмотическом стрессе предэкпонирование клеток МКБ к умерен-

ным концентрациям NaCl повышает их устойчивость к более высоким концентраци-

ям NaCl, а также устойчивость к желчным кислотам [391]. 

Третий механизм связан с защитой клеточной оболочки. Он обусловлен изме-

нением жирнокислотного состава, соотношения насыщенных и ненасыщенных жир-

ных кислот в мембранах и текучести клеточных мембран [453]. Также возможна ре-

гуляция механочувствительных каналов, которые служат клапанами для транспорта 

осмолитов и воды. Эти каналы впервые были обнаружены у E. coli. Было найдено 2 

канала – MscS (small conductance) и MscL (large conductance) [448]. 

Другие механизмы повышения устойчивости к осмотическому давлению: из-

бирательное накопление ионов К
+
 при повышении осмолярности cреды и синтез 
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внутри клетки полисахаридов с анионными группами. Они удерживают в периплаз-

матическом пространстве катионы. В результате осмотический градиент создается 

на уровне внешней, а не цитоплазматической мембраны. 

Стрессорные белки могут участвовать в ответе на осмотический стресс и спо-

собствовать правильной укладке частично развернутых полипептидов. 

В гипероcмотических условиях наблюдается индукция транскрипции оперонов 

dnaK и htrA [480].  

 

2.3.4. Ответ на кислотный стресс 

 

Механизмы устойчивости к кислотному стрессу у микроорганизмов включают 

поддержание гомеостаза внутриклеточного pH с F1F0-ATФазной протонной помпой, 

функционирование системы строгого ответа с одновременным снижением активно-

сти аппарата трансляции, индукцию шаперонов и других белков ответа на стресс 

[448, 481-488], действие глутаматдекарбоксилаз и аргининдезаминаз, репарацию 

ДНК и белков, поддержание функциональной целостности мембран, изменения в 

составе жирных кислот мембран и в клеточной стенке [485] и в метаболизме [409, 

419, 479, 481, 486, 489-495]. В ответ вовлечены регуляторные механизмы, включаю-

щие двухкомпонентную систему передачи сигнала (TCS) [489, 490, 493].  

Такие микроорганизмы, как молочнокислые бактерии, не могут поддерживать 

внутриклеточный pH за счет активного транспорта при слишком низком снижении 

pH внеклеточной среды, однако у них функционирует другой, аргинин-

дезаминазный (ADI) путь ответа на кислотный стресс, при котором в результате ка-

таболизма аргинина образуется внутриклеточный NH3, что приводит к защелачива-

нию внутриклеточной среды и повышению устойчивости к кислотному стрессу 

[496]. Кроме того, генерируется энергия в виде АTФ. Функционирование уреазной 

системы у МКБ с гидролизом мочевины также повышает их выживаемость при кис-

лотном стрессе.  

Преадаптация к пониженному pH повышает выживаемость клеток к еще более 

низкому pH [497]. Broadbent et al. [485] повысили выживаемость Lactobacillus casei 

ATCC 334 к сильнокислотным условиям (pH 2,0) предварительным экспонировани-

ем клеток при pH 4,5 в течение 20 мин. Аналогичное повышение наблюдалось для L. 

plantarum и L. lactis subsp. lactis [498]. Повышение выживаемости МКБ при преадап-

тации к кислотному стрессу связано с функционированием в клетках механизма 

стресс-ответа, известного как кислототолерантный ответ (acid-tolerance response, 

ATR), в котором участвуют белки ответа на кислотный шок. Broadbent et al. [485] 

показали, что кислотный стресс ведет к накоплению гистидина в L. casei. Преадап-
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тация к низким pH или внесение в питательную среду добавок гистидина суще-

ственно повышала выживаемость клеток при кислотном стрессе [483, 485].  

Состав клеточной оболочки также изменяется при экспонировании к кислот-

ным условиям для увеличения жесткости цитоплазматической мембраны и сниже-

ния ее проницаемости по отношению к протонам. Изменения у МКБ регулируются с 

помощью универсальных белковых шаперонов, таких как GroEL и sHSPs [448]. 

В условиях кислотного стресса L. casei заметно увеличивает количество фос-

фоенолпируват-глюкозофосфотрансферазной системы (PEP-PTS), которая является 

первичной системой транспорта углеводов у лактобацилл [448]. У некоторых штам-

мов при кислотном стрессе увеличивается количество пируватоксидазы (POX) и 

фосфатацетилтрансферазы для синтеза ацетил-КоА вместо молочной кислоты. Так-

же индуцируются ферменты, конвертирующие ацетил-КоА до жирных кислот для 

повышения мембранной текучести. При кислотном стрессе многие штаммы увели-

чивают количество факторов элонгации (TU, EF-TU, G), которые играют двойствен-

ную роль в синтезе шапероноподобных функций [419]. 

 

2.3.5. Тепловой шок 

 

Тепловой шок вызывается воздействием на живые клетки сублетальных темпе-

ратур (для E. coli – 42
о
), при которых физиологическая активность клетки репресси-

руется, но клетка при этом остается жизнеспособной. Главная опасность, связанная с 

воздействием на организм нагревания – денатурация белков.  

Устойчивость к повышенным температурам связана со следующими возможно-

стями [378]: 

1) Изменение состава липидов мембран. Чем выше температура, при которой 

растет бактерия, тем выше температура плавления липидов, входящих в состав мем-

бран. Это так называемая гомеовязкостная адаптация. 

2) Повышенная устойчивость белков к нагреванию у термофилов. 

3) Присутствие в клетках специфических веществ, стабилизирующих белки, 

нуклеиновые кислоты и другие жизненно важные молекулы (полиамины – сперми-

ны, спермидин и путресцин), стабилизирующие ДНК. 

4) Образование изоформ ферментов с повышенной термоустойчивостью. 

Ответ на тепловой шок (HSR – heat shock response) является одной из наиболее 

изученных антистрессорных систем ответа [499-505]. В ответ на увеличение темпе-

ратуры все живые организмы синтезируют белки теплового шока (БТШ, HSPs), при-

чем отдельные участки БТШ у человека и бактерий сохраняют 90% гомологии [506-
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508], что говорит о том, что стрессовые белки как особо важные, имеют консерва-

тивный характер [509].  

БТШ распределены в 5 групп в зависимости от молекулярного размера. Две ос-

новные группы БТШ – белки-шапероны с молекулярной массой 70 кДа – DnaK 

(Hsp70) семейство и с молекулярной массой 60 кДа – GroE (Hsp60) семейство [510]. 

DnaK (Hsp70) – система состоит из DnaK, его кошаперона DnaJ и нуклеотидного 

обменного фактора GrpE [511-513]. Факторы DnaK, DnaJ, DnaE участвуют в сборке 

и стабилизации аппарата репликации и регулировании внутриклеточного редокс-

баланса [435, 514, 515]. Другая система рефолдинга, хорошо охарактеризованная в 

модельных бактериях – CroEL/GroES (Hsp60) шаперонин, включающий 14-mer Gro-

EL белок и его гептамерный кофактор GroES [511, 516-519]. Образующийся GroEL-

GroES комплекс способствует формированию корректного фолдинга белков при 

нормальных условиях роста и в условиях клеточного стресса [510, 520, 521]. GroES 

– наиболее обильный белок у B. subtilis с 500000 молекул на клетку после 30 мин 

экспозиции к тепловому шоку. Образование крайне консервативных DnaK, GroEL и 

GroES белков у МКБ активируется при различных стрессовых условиях [522, 523]. У 

E. coli с шапероном GroEL может взаимодействовать до 50% растворимых белков, 

когда они находятся в ненативном состоянии, и в GroEL-дефицитных штаммах до 

30% белков остаются неправильно сформированными [524]. 

К третьей и четвертой группе БТШ принадлежат Hsp90 с молекулярной массой 

около 90 кДа и Hsp104 с молекулярной массой около 100 кДа. К HSP100 семейству 

белков теплового шока принадлежит бактериальное семейство белков Clp [525-527] 

и их дрожжевых гомологов Hsp104 и митохондриальной Pim1 протеазы [528]. Фено-

типические исследования мутантных штаммов с отсутствием функциональных Clp 

выявили центральную роль этих белков в стрессовых условиях, а для патогенных 

МКБ – в вирулентности [448]. У B. subtilis Clp-белки также участвуют в клеточной 

дифференцировке, в воздействии патогенов на клетки, в кворум-сенсинг регуляции 

[529, 530]. 

Семейство sHsp включает небольшие HSPs с молекулярной массой от 12 до 43 

кДа. Члены семейства sHSP функционируют как фолдинг-шапероны, помогающие 

фолдингу белка путем стабилизации несформированных или частично сформиро-

ванных белков [531]. Они также способствуют поддержанию целостности мембран, 

особенно в стрессовых условиях [532].  

Hsp60 с молекулярной массой 60 кДа и Hsp70 с молекулярной массой 70 кДа 

наиболее распространены среди прокариот и эукариот. Hsp90 имеет массу 90 кДа, 

Hsp104 – 100 кДа. При росте E.coli при 46 
о
С 15% клеточной массы составляют бел-

ки Hsp60 и sHsp [533]. 
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Главная функция БТШ состоит в правильной укладке вновь синтезированных 

полипептидов и в реукладке неверно уложенных и поврежденных полипептидных 

цепей вследствие низкой скорости укладки, химических и термальных стрессов, 

внутриструктурной нестабильности и ошибок в процессе транскрипции и трансля-

ции [534-538]. Только правильно уложенные полипептидные цепи, т.е. цепи, имею-

щие нативную конформацию, могут выполнять свою функцию. При накоплении ча-

стично денатурированных белков оголяются их гидрофобные области, с которыми 

связываются белки-шапероны. Установлено, что шапероны не только участвуют в 

системе клеточного ответа на тепловой шок, но и ответственны за правильность 

укладки вновь синтезированных полипептидов и восстановление повреждённых 

участков, обеспечивают сортировку белковых структур по их биофункционально-

сти, участвуют в синтезе белков для репликации ДНК, реактивации РНК-

полимеразы, процессинге экспортируемых белков, сборке белковых комплексов и 

транслокации белков, в репарации ДНК, поврежденной мутагенами, деградации по-

врежденных белков [506-509, 534, 535, 538].  

Существует еще одно очень важное условие для создания правильной нативной 

укладки белка. Показано, что аномальные белки, возникающие в результате стрес-

сов, могут агрегировать, образовывать осадки, становиться токсичными для клетки, 

вызывать серьезные негативные физиологические изменения. Чтобы избежать нега-

тивных последствий, аномальные белки должны быть превращены либо в нативные 

белки, либо быть элиминированы. Превращение белков в нормально функциониру-

ющее состояние осуществляют именно молекулярные шапероны, а элиминировани-

ем занимаются белки с протеолитической активностью (их называют шаронины) 

[537]. Образующиеся аминокислоты возвращаются обратно в циклы метаболизма 

для синтеза новых белков. При восстановлении нативной конформации денатуриро-

ванных белков происходит совместное действие шаперонов и протеаз, субстратами 

которых служат неправильно или частично уложенные белки. 

У эукариот ключевая протеолитическая система включает убиквитин и про-

теосому [537]. Белок или его фрагменты, которые должны быть расщеплены, узна-

ются и метятся убиквитинами, а затем перевариваются протеосомой. 

БТШ участвуют и в сигнальных путях регуляции метаболизма. Например, по-

казано, что присутствие Hsp70 необходимо для активации фосфатазы, которая путем 

дефосфорилирования ингибирует протеинкиназу JNK, компонент сигнала стресс-

индуцированного апоптоза, вызванного высокой температурой, т.е. Hsp70 является 

частью антиапоптозного сигнального пути [535, 539, 540].  

Гены, вовлеченные в ответ на стресс – гены теплового шока groEL, dnaK и дру-

гие [451, 480, 541, 542].  

http://obi.img.ras.ru/humbio/cell-stress/0001228c.htm
http://obi.img.ras.ru/humbio/01122001/tr_sv2/0001124b.htm
http://obi.img.ras.ru/humbio/apon/0000923f.htm
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У B. subtilis выявлена экспрессия более 200 генов в ответ на тепловой шок по 

меньшей мере в 3 раза выше контрольного уровня [543]. Многие из этих генов яв-

ляются членами общего стрессового ответа, контролируемого вторичным сигма-

фактором, сигма (B), в то время как другие находятся под контролем регуляторов 

HrcA или CtsR теплового шока [533, 544, 545]. 

В обзоре Prasad et al. [451] ответ на тепловой шок у B. subtilis классифицирован 

на 4 категории, в зависимости от регуляторов генов. Класс I генов теплового шока 

состоит из dnaK и groESL оперонов, кодирующих белки, принадлежащие двум ша-

перонным комплексам DnaK-GrpE-DnaJ и GroES-GroEL соответственно. Гены клас-

са I регулируются с помощью HrcA репрессора, который в нестрессорных условиях 

связывается с палиндромной последовательностью оператора CIRCE (controlling in-

verted repeat of chaperone expression – контролируемые инвертные повторы экспрес-

сии шаперонов) до тех пор, пока он поддерживается в активной конформации ком-

плексом GroESL [518, 546]. Предположительно HrcA белок нуждается в GroE шапе-

ронинной системе для того, чтобы стать активным и связаться с CIRCE элементом. 

При увеличении температуры GroE шаперонин титруется ненативными белками, ко-

личество которых возрастает при тепловом шоке. При насыщении комплекса 

GroESL неправильно сформированными белками HrcA становится неактивным и 

наблюдается транскрипция генов, находящихся под его контролем. 

Гены класа II регулируются сигма фактором σ
B
 [547]. Он индуцируется при 

различных условиях стресса, особенно при голодании по глюкозе [548, 549]. 

Гены класса III контролируются фактором CtrR – репрессором генов стресса 

класса III, который связывается со специфическими повторами, называемыми как 

CtsR бокс [550-552].  

Гены, регулируемые по неизвестным механизмам, группируются в класс IV. 

В работе Castaldo et al. [553] гены ответа на тепловой шок у B. subtilis класси-

фицированы на 6 классов в зависимости от различных типов транскрипционной ре-

гуляции, которой они подвергаются [543, 545].  

У ряда бактерий ответ на тепловой шок опосредуется альтернативными σ-

факторами [544, 545, 554, 555]. У E. coli выявлено 17 основных БТШ, индуцируемых 

в течение первых 5 мин экспозиции к сублетальной температуре. Вместе с тем, при 

тепловом шоке наблюдается быстрое изменение скорости синтеза большинства из 

1000 белков, выявляемых в клетках Е. coli при помощи двухмерного электрофореза. 

Синтез некоторых белков прекращается, тогда как синтез БТШ усиливается более 

чем в 20 раз. Индукция БТШ происходит при посредстве минорного фактора 
32

 

(продукта гена rpoH), скорость синтеза и стабильность которого быстро повышается 

по мере увеличения сдвига в температуре.  
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Rossi et al. [555] было проанализировано 13 полных геномов Lactobacillus. По ре-

зультатам анализа было установлено, что в HSR вовлечены 25 генов, кодирующие 

белки GroES, ClpE., ClpL, GrpE и малые белки теплового шока (Hsp1 и Hsp3), тио-

редоксин и тиоредоксинредуктазы (TrxB1), системы репарации, HSR-репрессоры, 

HrcA и CtsR, позитивные регуляторы HSR, альтернативные σ факторы σ
32

 и σ
34

. По-

следний контролирует катаболизм и биосинтез аминокислот при ответе на тепловой 

шок. 

Большая часть БТШ синтезируется в низких количествах в нестрессовых ситу-

ациях, но их синтез быстро индуцируется при нагревании и других стрессовых воз-

действиях. Например, при экспозиции молочнокислых бактерий Lactococcus lactis 

при 42 ºС дополнительно появляются от 12 до 17 белков, количество белка GroEL 

возрастает в 45 раз [496, 514]. 

Сверхэкспрессия БТШ в бактериях повышает их устойчивость к стрессу. Так, у 

L. plantarum сверхэкспрессия улучшила бактериальный рост при повышенных (37 
о
C 

и 40 
о
С) и пониженных (12 

о
С) температурах инкубации [556]. Сверхэкспрессия 

CspL, CspP или CspC повысила выживаемость данного штамма при сдвиге темпера-

туры [557]. 

В структурном и функциональном отношении БТШ архей сходны с эубактери-

альными шаперонами, но в отношении последовательности аминокислот сильно от 

них отличаются и проявляют большое сходство с эукариотным белком TCP1s [558], 

повсеместно распространенным у эукариот.  

В случае гипертермофильной археи Pyrodictium occultum повышение темпера-

туры на 3 ºС выше оптимальной (108 ºС) приводит к тому, что 80% всех цитоплаз-

матических белков оказываются представленными шаперонами, которые называют 

термосомой. В присутствии термосомы клетки могут выживать при автоклавирова-

нии при 121ºС [514, 559]. Представители нескольких видов галобактерий (мезо-

фильных архей) при нагревании до 60ºС образуют дополнительно 4–6 белков с мо-

лекулярной массой от 75 до 104, 44–45 и 21–28 кДа [560]. Но в силу активного син-

теза БТШ многие другие белки, необходимые для нормальной жизни, образуются в 

меньших количествах, а потому и соответствующие метаболические реакции проте-

кают с низкой скоростью. Но включение стрессовой программы сохраняет жизнь ор-

ганизма.  

У дрожжей помимо БТШ в регуляции ответа на сублетальное воздействие тем-

пературы, как и при ответах на другие виды стресса, участвует каскадный механизм 

с MAP-киназой [561], факторы Msn2p, Msn4p и др. [421, 562, 563]. 

Функцию стабилизаторов белков могут выполнять и низкомолекулярные со-

единения – химические шапероны (глицерин, некоторые аминокислоты). Химиче-
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ские шапероны предложено использовать для стабилизации белковых молекул in 

vitro с обеспечением сохранения функциональной активности белков в денатуриру-

ющих условиях. При этом, в отличие от молекулярных шаперонов, химические ша-

пероны стабилизируют белки неспецифически в их совместных комплексах, обра-

зующихся за счет слабых физико-химических взаимодействий (гидрофобных, Ван-

дер-Ваальсовых, водородных связей). Химическими шаперонами являются алкилок-

сибензолы (АОБ, так называемые факторы d1), составляющие активное начало мик-

робных ауторегуляторов широкого спектра действия, которые синтезируются как 

смесь изомеров, гомологов и производных, различающихся гидрофобностью и по-

лярностью [564, 565], и широко распространены среди микроорганизмов и растений. 

АОБ участвуют в морфологической конверсии и дифференцировкие, способны ин-

тенсифицировать транспорт ионов за счёт повышения проницаемости мембран, ре-

гулируют активность каталитических систем, делая их устойчивыми к стрессовому 

воздействию, участвуют в регуляции процессинга РНК и фолдинга белков. Замечено 

участие АОБ в рекомбинации ДНК, что объясняет их регулирование бактериальной 

диссоциации, причем регуляторные свойства АОБ коррелируют с длиной и гидро-

фобностью углеводородного заместителя в ароматическом кольце, что делает воз-

можным экзогенное управление внутренними процессами в клетке на основе вариа-

ции структуры АОБ [393, 564-567]. Неспецифичность действия АОБ, их свойства 

как шаперонов и антиоксидантная активность делают их универсальными адаптоге-

нами, повышающими устойчивость микроорганизмов к широкому спектру повре-

ждающих факторов среды обитания [566, 567]. Подобная универсальность делает 

возможным применение АОБ в биотехнологии в качестве химических шаперонов 

для стабилизации и долговременного хранения ферментных и бактериальных препа-

ратов, а также направленного изменения их функциональной активности.  

 

2.3.6. Холодовый шок 

 

Понижение температуры ниже допустимого значения вызывает холодовой шок. 

Устойчивость к холодовому шоку важна в практическом отношении для повышения 

жизнеспособности клеток в препаратах живых микроорганизмов, получаемых замо-

раживанием, сублимацией на холоду, при хранении и т.п. [568, 569]. С этой целью 

часто используются различные добавки к питательным средам, препараты, содер-

жащие криопротекторы [570]. 

Клеточный эффект на холодовый шок включает следующие изменения: 1) сни-

жение текучести мембран; 2) уменьшение эффективности мРНК трансляции и тран-
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скрипции из-за стабилизации вторичной структуры ДНК и РНК; 3) неэффективный 

или медленный фолдинг белков; 4) препятствие функционированию рибосом [448]. 

Важными факторами, определяющими выживаемость микроорганизмов после 

замораживания-размораживания, являются целостность клеточных мембран и 

устойчивость макромолекул к денатурации [571]. Криоадаптация сопровождается 

увеличением доли ненасыщенных жирных кислот и сус-С19:0 жирной кислоты, что 

снижает температуру перехода из твердого в жидкое состояние и поддерживает те-

кучесть мембран в течение холодового стресса [572, 573]. Психрофилы, живущие 

при температурных пределах от -5 до +20ºС, имеют мембраны, текучесть которых 

увеличена за счет повышенного количества короткоцепочечных и ненасыщенных 

жирных кислот. Ферменты психрофилов отличает структурная и функциональная 

пластичность (адаптивность), и они синтезируют антифризные белки, которые 

предотвращают рост кристаллов льда. Например, предварительное выдерживание 

клеток молочнокислых бактерий несколько часов при температурах 10–15 
о
С повы-

шает их устойчивость к замораживанию в 10–100 раз [479]. Присутствие криопро-

текторов, осмолитов, таких как бетаин и карнитин, и предэкспонирование к другим 

видам стресса (1,25% NaCl, кислоты, желчь) также способствует повышению выжи-

ваемости клеток МКБ после замораживания, лиофилизации и размораживания [401]. 

В отличие от теплового шока, понижения или увеличения значений рН, солено-

сти и других стрессов, холодовой шок не вызывает денатурацию белков, но вызывает 

изменение молекул и биохимических реакций по сравнению с теми, что имеют мезо-

фильные или гипертермофильные организмы. При холодовом стрессе происходит 

стабилизация вторичной структуры нуклеиновых кислот и как следствие – ингибиро-

вание ДНК-репликации, генной транскрипции и трансляции. Снижается активность 

многих ферментов и общего метаболизма, а также текучесть мембран, что затрудняет 

транспорт веществ в клетку. Кроме этого, в клетке образуются кристаллы льда, по-

вреждающие многие клеточные структуры и вызывающие гибель организма [514].  

В ответ на низкие температуры микроорганизмы синтезируют белки холодово-

го шока (БХШ, CSP – cold shock proteins, CIP – cold-induced proteins), которые во-

влекаются в синтез белков и укладку мРНК [514, 574, 575]. Все БХШ принадлежат к 

семейству тесно связанных низкомолекулярных белков. Они участвуют в поддержа-

нии текучести мембран, суперспиральной структуры ДНК, эффективности тран-

скрипции и трансляции и других важных функций в клетках, адаптированных к низ-

ким температурам [479, 574]. 

У молочнокислых бактерий L. acidophilus RD758 одновременно наблюдался 

рост синтеза 4 белков, включающих стрессорный белок – АТФ-зависимую Clp про-

теазу P и 2 холод-индуцируемых белка, пируваткиназу и гликопротеинэндопептида-
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зу [573]. Синтезируемые белки холодового шока связываются с РНК в кооператив-

ной манере и некоторые из них функционируют как РНК-шапероны, облегчая про-

цесс трансляции при пониженных температурах [576]. У МКБ наблюдается пере-

крестная связь между БТШ и БХШ [577]. У S. thermophilus холодовый шок сопро-

вождается увеличенной продукцией GroEL и ClpL, у Lb. plantarum повышается син-

тез sHSPs. У Lc. lactis повышение криоустойчивости наблюдается после теплового 

воздействия, что объясняется индукцией clpX при тепловом и холодовом шоке [578]. 

Холодовой шок так изменяет физиологию бактерий, что они приобретают вы-

сокую степень выживаемости в замороженных пищевых продуктах [579]. Более то-

го, бактерии, адаптированные к низким температурам, имеют более короткую лаг-

фазу и более высокую скорость роста в зависимости от качества продукта и степени 

его защищенности. 

У дрожжей-сахаромицетов в ответ на холодовый шок вовлечены около 25% ге-

нов генома [580], включая белки теплового и холодового шока, накапливаются глице-

рин и трегалоза [581]. Идентифицированы БХШ – продукты гена TIP1 (temperature-

iducible protein), его гомологи TIR1 и TIR2 [582, 583], участвующие в регуляции гли-

колиза и синтезе глицерина, ген IMH1, кодирующий белок-транспортер, ERG10, ко-

дирующий ацетоацетил-CoA-тиолазу. БХШ экспрессируются не только в ответ на хо-

лод, но и на голодание по углероду, осмотический стресс, при росте на этаноле, что 

свидетельствует об участии общего механизма ответа на стресс, cAMP-

протеинкиназного пути, транскрипционных факторов Msn2p и Msn4p и др. [580, 583]. 

 

2.3.7. Ответ на действие токсичных веществ 

 

Проникая в клетку, токсиканты вступают во взаимодействие с клеточными 

компонентами, изменяют проницаемость и дезорганизуют клеточные мембраны 

(при действии органических растворителей, низкомолекулярных углеводородов, фе-

нола), инактивируют ферменты, нарушают синтез белков, АТP, воспроизводство 

нуклеиновых кислот, образование клеточной стенки [377, 378]. В ответ на эти воз-

действия микроорганизмы могут ограничить скорость поступления субстрата-яда в 

клетку вследствие изменения проницаемости и состава клеточных мембран, увели-

чения скорости синтеза фосфолипидов, использования активной системы транспорта 

для удаления соединений из клетки. Токсиканты могут обезвреживаться связывани-

ем активными биологическими соединениями клетки в нетоксичные производные, 

изменением или утратой чувствительного звена обмена, потерей ферментов, катали-

зирующих превращение исходного соединения или промежуточных продуктов под-

готовительного метаболизма в стойкие токсические соединения, индукцией фермен-
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тов, нечувствительных или менее чувствительных к данному соединению, и фер-

ментов, инактивирующих токсичное вещество, амплификацией генов, определяю-

щих устойчивость. Гены, определяющие механизмы устойчивости, находятся ино-

гда в хромосоме, но чаще в плазмидах, в 70% случаев они сцеплены с генами устой-

чивости к антибиотикам. 

Различные изменения, вызванные в дрожжах S. cerevisiae воздействием субле-

тальных количеств этанола (приблизительно в 4–10% об.), сходны с таковыми при 

тепловом шоке. Они включают стимулирование белков теплового шока, включаю-

щих группу белков Hsp70, Hsp30, ингибирование брожения, уменьшение уровня и 

интенсивности АТФ-азной активности плазматической мембраны [584]. 

Токсичность тяжелых металлов зависит от концентрации биомассы, pH, присут-

ствия органических веществ, формы и концентрации тяжелых металлов и других фак-

торов. Их действие микроорганизмы нейтрализуют различными путями [377, 378]: 

1) Выброс ионов тяжелых металлов из клетки системами транспорта – неспе-

цифическими, например, системой транспорта Mg
2+

 и специфическими. Устойчивые 

к Cd
2+

 штаммы Staphylococcus aureus содержат гены устойчивости в плазмиде. 

Устойчивые клетки обладают системой вывода Cd
2+

 путем антипорта с протонами – 

Cd
2+

/2H
+
. Поступление в клетку As

3+
 и As

5+
 регулируется генами, находящимися как 

в хромосоме, так и в плазмидах. Хромосомно обусловленный и плазмидо-

обусловленный механизмы устойчивости различны. Так, при плазмидо-

обусловленной устойчивости наблюдается синтез высокоспецифичных арсенат вы-

водящих систем транспорта, которые выводят арсенаты из клетки по мере их акку-

муляции. Специфичные системы транспорта токсичных катионов или анионов из 

клетки позволяют избежать выноса жизненно важных для клетки веществ.  

2) Формирование клеточного барьера, препятствующего поступлению метал-

лов. Капсулированные штаммы Klebsiella aerogenes синтезируют внеклеточные по-

лисахариды, плохо проницаемые для ионов металлов и удерживающие их на по-

верхности клеток. Их внеклеточные полисахариды удерживают на поверхности кле-

ток до 54 и 90% соответственно Cu и Cd при их концентрации 10 мг/л в среде. Водо-

росли р. Mesothaenium синтезируют водорастворимый полимер, состоящий на 40% 

из остатков уроновой кислоты и способный связывать медь.  

3) Связывание индуцируемыми белками, богатыми сульфгидрильными группами 

– металлотионеинами [585], низкомолекулярными у цианобактерий и высокомолеку-

лярными у кишечной палочки. Синтез этих белков регулируется на уровне тран-

скрипции и индуцируется ионами тяжелых металлов, например Cd
2+

 и Zn
2+

. У циа-

нобактерий Synechococcus sp. гены синтеза металлотионеинов находятся в плазмиде. 
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4) Восстановление ионов металлов редуктазами с последующей диффузией ме-

таллов из клетки в окружающую среду (для Hg), восстановлением Se селенредукта-

зой. Синтез ртутьредуктазы индуцируется сублетальными концентрациями ртути. 

Гены, определяющие синтез редуктаз ртути и устойчивость микроорганизмов к рту-

ти, как правило, локализованы в плазмидах или транспозонах и составляют mer-

оперон. Селенредуктаза – адаптивный индуцибельный фермент. У микроорганизмов, 

обитающих в средах, богатых селеном, фермент селенредуктаза конститутивный. 

5) Перевод токсичных соединений металлов в менее токсичные. Детоксифика-

ция соединений мышьяка происходит в результате окисления в клетках микроорга-

низмов арсенитов в арсенаты. Поскольку As
3+

 значительно токсичнее, чем As
5+

, то 

окисление бактериями As
3+

  As
5+

 приводит к детоксификации мышьяка. При окис-

лении As
3+

  As
5+

 кислород участвует как акцептор электронов. 

6) Взаимодействие с H2S и фосфатами. Так, у бактерий Klebsiella aerogenes об-

наружено обезвреживание Cd
2+

 при его взаимодействии с образуемым клеткой H2S. 

CdS аккумулируется на поверхности клетки, не проникая в цитоплазму. Устойчи-

вость у бактерии к Cd
2+

 исчезает при отсутствии металла, т.е. имеет место инду-

цибельный физиологический процесс. 

 

2.4. Оксидативный стресс 

 

Из различных видов стрессов один из наиболее физиологически значимых – 

окислительный (оксидативный) стресс, возникающий при нарушении баланса между 

образованием реакционно активных частиц и механизмов антиоксидантной защиты 

[332]. Оксидативный стресс опосредует в клетках другие виды стрессов и индуциру-

ется у одноклеточных и многоклеточных организмов действием активных форм 

кислорода, которые могут накапливаться в клетках и негативно влиять на них [342, 

348, 586-590]. Облучение, голодание, осмотический стресс косвенно приводят к по-

вышению содержания АФК. Оксидативный стресс могут вызывать и различные со-

единения, в том числе образующийся этанол [591]. 

У аэробных организмов АФК образуются как побочные продукты дыхания или 

как нормальные промежуточные продукты клеточного метаболизма [592-594]. В 

частности, H2O2 может образовываться как результат активности NADH-оксидазы 

[595].  

При оксидативном стрессе интенсифицируются реакции перекисного и ради-

кального окисления, наблюдается повреждение биологических молекул и клеточных 

структур, возможны разрывы нуклеиновых кислот, разрывы и сшивки белковых мо-

лекул, блокада реакционных центров ферментов, что неблагоприятно влияет на 
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клетки и клеточные популяции [597-602]. Супероксид-анион, H2O2 могут инактиви-

ровать белки путем окисления остатков цистеина. H2O2 может реагировать с катио-

нами, такими как Fe
2+

 и Cu
2+

, образуя гидроксильные радикалы в реакции Фентона 

[356, 357, 603-607]. Опасность, обусловленная воздействием гидроксильных радика-

лов, связана с разрывом нитей ДНК и химической модификацией ДНК [356, 607]. 

Одновременно индуцируются различные системы клеточного ответа на стресс 

[332, 348, 360, 364, 587, 608-618]. 

Вместе с тем сам факт образования АФК никоим образом не свидетельствует о 

том, что клетка находится в состоянии оксидативного стресса. АФК образуются как 

нормальные промежуточные продукты клеточного метаболизма, а потенциальные 

повреждения, вызываемые ими, предотвращаются защитными механизмами клетки. 

В сбалансированных условиях содержание АФК и продуктов их восстановления 

находится на уровне оптимальном для конкретной фазы развития клетки и опреде-

ляется внутренними регуляторными механизмами. При этом нет изменения клеточ-

ного гомеостаза и метаболизма [327, 372, 373], реакции перекисного или радикаль-

ного окисления тормозятся антиоксидантными системами клетки, благодаря нали-

чию которых скорость реакции образования агрессивных частиц находится в преде-

лах физиологической нормы [348, 619, 620].  

Оксидативный стресс развивается при резком усилении окислительных процес-

сов, возрастании содержания веществ с прооксидантной активностью и недостаточ-

ности системы антиоксидантной защиты [343, 368], при этом нарушается окисли-

тельно-восстановительный статус клетки ввиду того, что количество образующихся 

АФК превышает способности клетки к их нейтрализации, размножение микроорга-

низмов замедляется и прекращается. Метаболизм перестраивается на синтез белков, 

необходимых для выживания. Это может иметь место, например, при увеличении 

диффузии кислорода в клетку или при нарушении функционирования дыхательной 

цепи, что приводит к повышению внутриклеточной концентрации АФК в 100–1000 

раз, до 10
–5

 М и более [335, 343, 347, 621]. 

Активные формы кислорода могут образовываться непосредственно в среде 

культивирования, провоцируя образование пероксидных соединений с прооксидант-

ной активностью [368, 622]. Исследования показывают [623], что среды с органиче-

скими компонентами и факторами роста очень сильно подвержены этому явлению. 

Примером такого компонента питательной среды является рибофлавин, способ-

ствующий генерации свободных радикалов в составе многих сред [371, 624]. В усло-

виях освещения и достаточной аэрации рибофлавин сам по себе или в комплексе с 

такими веществами, как триптофан, может обладать прооксидантными свойствами, 

генерируя синглетный кислород. Последний, окисляя различные ростовые факторы 
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питательной среды (гистидин, метионин, тирозин и другие компоненты), приводит к 

образованию их токсичных субпродуктов [624]. Другими источниками АФК могут 

выступать триптофан, тирозин, фолат, а также процессы, связанные с перекисным 

окислением липидов [623].  

УФ-свет и видимый свет совместно с эндогенными и экзогенными сенсибили-

зирующими агентами могут ускорять образование АФК за счет инициирования фо-

тодинамических реакций [625-629]. Светозависимо перекисное окисление липидов, 

имеющее характер свободнорадикальной цепной реакии. К фотогенерированию су-

пероксидного радикала способен NADH [630]. Порфириновая фотосенсибилизация 

под действием видимого света (400–650 нм) сопровождается образованием синглет-

ного кислорода. Связанный с плазматической мембраной порфирин может индуци-

ровать фотоперекисное окисление липидов [631, 632]. Имеются сообщения о гене-

рации АФК и гемсодержащими ферментами, в частности, каталазой [633]. 

 

2.4.1. Ответ на оксидативный стресс у микроорганизмов на клеточном 

уровне 

 

На уровне клетки в ответе на оксидативный стресс у микроорганизмов участ-

вуют: 

- химические вещества-протекторы (антиоксиданты), являющиеся компонента-

ми неферментативных актиоксидантных систем, которые нейтрализуют АФК и сво-

бодные радикалы [348, 373-375, 586, 619, 632, 634-641]. Антиоксиданты обрывают 

цепную ракцию, в результате чего образуется гидропероксид субстрата и обладаю-

щий низкой реакционной способностью свободный радикал ингибитора; 

- ферменты, нейтрализующие негативное действие АФК; 

- системы репарации; 

- структурные и регуляторные гены, ответственные за синтез веществ и проте-

кание реакций в условиях стресса. 

Косвенное защитное действие части из веществ-антиоксидантов обусловлено 

связыванием ионов железа, которые способствуют образованию гидроксильного ра-

дикала в реакции с H2O2. Некоторые микроорганизмы используют ионы Fe
2+

, Mn
2+

, а 

также Н2S и другие восстановители для нейтрализации О2
-

 и защиты чувствитель-

ных тиольных групп ионами металлов [642]. Следует также отметить косвенный ме-

ханизм защиты через повышение активности путей потребления кислорода [643]. 
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2.4.1.1. Вещества-антиоксиданты 

 

Природные антиоксиданты могут быть подразделены на 3 основные группы 

[327, 372-375, 644-647, 648]: 

1. Водорастворимые антиоксиданты: аскорбиновая кислота, цистеин и некото-

рые другие аминокислоты, пируват, мочевина, мочевая кислота, антоцианидины, ка-

техины, эпикатехины, гидрохинон, флавоноиды и другие фенольные гликозиды, ти-

обарбитуровая кислота и другие серосодержащие соединения [326]. 

2. Жирорастворимые антиоксиданты: витамины А и Е (токоферол), каротинои-

ды, влючая β-каротин, ликопен, убихиноны, стероиды, хиноиды, эйкозаноиды. Мно-

гие из этих соединений содержат длинноцепочечные углеводородные остатки с со-

пряженными двойными связями и β-иононными кольцами. 

3. Металлы с антиоксидантными свойствами, такие как Se.  

Мочевая кислота образуется в результате ферментативного окисления ксан-

тина под действием ксантиноксидазы [367, 649]. Ее роль как антиоксиданта особен-

но важна для человека, в организме которого среди органических антиоксидантов на 

нее приходится более половины фонда антиоксидантов. 

Аскорбиновая кислота обнаружена у животных и растений. Она является ко-

ферментом оксидоредуктаз, способна нейтрализовать АФК, в частности пероксиды 

[650]: 

RO
•
 + C6H7O6 → ROH + C6H6O6

-•
 

Может являться специфическим субстратом для пероксидазы аскорбиновой 

кислоты (APX), играя роль в стрессоустойчивости растений [326, 651, 652], легко 

подвергается окислению в водных растворах с образованием дегидроаскорбиновой 

кислоты. Последняя легко восстанавливается в аскорбиновую кислоту цистеином, 

глутатионом, сероводородом. α-Токоферол в присутствии аскорбиновой кислоты 

может восстанавливать перекиси липидов до их исходной формы. 

К числу природных антиоксидантов, способных уничтожать избыточную кон-

центрацию перекисных радикалов, относятся каротиноиды [343, 369, 635-637, 653, 

654], значительные количества которых могут синтезировать отдельные микроорга-

низмы, в том числе галобактерии и некоторые виды дрожжей в ответ на действие 

АФК, ультрафиолета, синего света [359, 654, 655, 656]. Каротиноиды, содержащие 

более 9-ти сопряженных двойных связей, эффективно гасят АФК. 

Каротиноиды галобактерий, обладающие антиоксидантными свойствами и 

придающие им красную или оранжевую окраску, представлены прежде всего α-

бактериоруберином – основным пигментом галофилов. Бактериоруберины пред-
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ставляют собой С50-каротиноиды, содержащие две, три или четыре гидроксильные 

группы, расположенные на терминальных концах алициклической полиеновой цепи. 

Имеются сообщения [333, 657], что каротиноиды в определенных условиях 

приобретают прооксидантные свойства. При взаимодействии их как антиоксидантов 

с активными формами кислорода в реакциях окисления – дезактивации могут обра-

зовываться токсичные соединения – пероксильные радикалы, запускающие пере-

кисное окисление липидов [343]. Продукты химического и фотохимического окис-

ления, приводящие к образованию перекисных и радикальных частиц, участвуют в 

регуляции синтеза каротиноидов на внутриклеточном уровне, стимулируя в первую 

очередь их синтез [359, 654]. 

Витамин Е (α-токоферол) в высоких концентрациях (выше 50 мкМ) действует 

как антиоксидант, защищающий клеточные мембраны от перекисного окисления 

липидов [636, 658-660]. Однако в количествах менее 5 мкМ, напротив, – проявляет 

прооксидантные свойства. Усиливая действие АФК на липиды клеточных мембран, 

витамин Е ускоряет их перекисное окисление. В результате изменяется проницае-

мость мембран и интенсифицируется секреция жирорастворимых веществ во вне-

клеточное пространство [661]. 

К биохимически важным внутриклеточным веществам, участвующими в ответе 

на оксидативный стресс, относятся глутатион (GSH) и глутатиондисульфид (GSSG) 

[662, 663]. Глутатион (γ-глутамилцистеинилглицин) – цистеин-содержащий трипеп-

тид, функционирующий в большинстве аэробных организмов. Его содержание в 

клетках (1–10 мМ) намного выше, чем большинства других антиоксидантных орга-

нических веществ. Проявляет антиоксидантные свойства благодаря наличию тиоло-

вых фрагментов, способных к обратимым редокс-превращениям.  

RO
•
 + GSSG ⇄ ROH + GS

-•
 

В ходе этой реакции GSH окисляется до GSSG и восстанавливается обратно 

глутатионредуктазой.  

В клетках функционирует комплекс глутатион-зависимых белков, среди кото-

рых глутатионпероксидаза-(1-4), глутатионредуктаза, глутатион-S-трансфераза и 

глутаредоксин (GRX, тиолтрансфераза). Глутатионпероксидаза – селенсодержащий 

фермент, активный по отношению к H2O2 и органическим пероксидам. Он способен 

снижать интенсивность перекисного окисления липидов в биологических мембранах 

[664, 665]. Глутатион-S-трансфераза относится к группе селеннезависимых фермен-

тов, активных в отношении органических гидроперекисей [666, 667]. С помощью 

глутатион-S-трансферазы глутатион способен коньюгировать с различными суб-

стратами (токсинами, ксенобиотиками) и, таким образом, регулировать уровень низ-

комолекулярных эффекторов, в том числе участвующих в оксидативном стрессе или 
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ответе на него. Глутаредоксин (Grx) – небольшая (12 кДа) термостабильная оксидо-

редуктаза, участвующая в фолдинге белков, защите от оксидативного стресса, в ме-

таболизме серы [668]. Глутаредоксины образуют часть глутаредоксиновой системы, 

включающей NADPH, GSH, глутатионредуктазу, которая переносит электрон от 

NADPH к глутаредоксину через GSH. Некоторые глутаредоксины обладают перок-

сидазной активностью и могут напрямую восстанавливать гидропероксиды, включая 

пероксид водорода и алкилгидропероксиды [669-672]. 

Изменение соотношения GSH/GSSG часто используется для оценки воздей-

ствия оксидативного стресса на клетки [373]. GSH играет важную роль в захвате 

свободных радикалов и защищает клетки от нескольких окисленных химических ча-

стиц. Постоянное обеспечение восстановленным глутатионом необходимо для 

устранения эффектов спонтанного окисления сульфгидрильных групп, которое при-

водит к повреждению клеточных мембран. Однако у многих микроорганизмов от-

сутствуют гены для биосинтеза глутатиона. Некоторые из них могут импортировать 

глутатион из окружающей среды и использовать его для борьбы с АФК. В этом слу-

чае внутриклеточный глутатион участвует в альтернативном механизме устранения 

радикалов O2
-
, компенсирующий низкую активность СОД [673, 674]. 

Тиоредоксин (TrxA) – небольшой белок с тиол-восстанавливающей активно-

стью, функционирующий как клеточный антиоксидантный буфер в ответ на оксида-

тивный стресс и играющий важную роль в поддержании клеточных функций. Как 

компонент тиоредоксинредуктазной (TrxB) системы он играет критическую роль в 

редокс- регулировании экспрессии генов через прямое или косвенное взаимодей-

ствие с различными факторами транскрипции, включающими NF-kB, AP-1, PEBP2 

[372, 373, 667, 674-684]. 

К важнейшим факторам антиоксидантной активности клетки относятся NADH 

и NADPH [348, 619, 685]. Концентрация H2O2 наряду с потоком восстановительных 

эквивалентов в виде NADH, NADPH и FADH определяет редокс-состояние внутри-

клеточной среды [5, 343, 435]. NADPH может непосредственно выступать в качестве 

антиоксиданта [686]. NADH в определенных условиях может проявлять и проокси-

дантные свойства, например, при передаче восстановительных эквивалентов флаво-

протеинам. 

Производные фенола, полифенолы, катехины, флавоноиды, являясь антиокси-

дантами, защищают клетки растений от многих стрессовых факторов, таких как уль-

трафиолет или тяжелые металлы. 

Антиоксидантное (мембраностабилизирующее, цитозащитное) действие фе-

нольных соединений определяется их более высокой, чем у других действующих 

начал, противорадикальной активностью. Благодаря антиоксидантному эффекту фе-
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нольные соединения защищают от повреждений (стабилизируют) мембраны клеток, 

лизосом (препятствуют автолизу), митохондрий, различные структуры ядра, оказы-

вая в целом цитозащитный эффект [687].  

Антиоксидантной, антирадикальной активностью обладают аминокислоты (ци-

стеин, триптофан, тирозин, гистидин и др.), пептиды и белки. Их удельная способ-

ность нейтрализовать АФК невысока, но при высоком внутриклеточном содержании 

роль этих соединений в ответе на стресс существенно возрастает [348]. 

Вместе с тем, многие из перечисленных выше антиоксидантов, аскорбиновая 

кислота, хинолоны, каротиноиды, рибофлавин, салициловая кислота, серотонин, ме-

ланин, витамин B12, гидроксикобаламин, тиосоединения обладают прооксидантной 

активностью и являются как источниками пероксида водорода и других АФК [368, 

370, 371, 622, 688-696], так и усиливают прооксидантную активность под действием 

H2O2 [697]. Проявляют ли эти соединения прооксидантные или антиоксидантные 

свойства зависит от специфических условий окружения, среди которых концентра-

ция соединения, концентрация кислорода, содержание ионов железа и других пере-

ходных металлов, а также от свойств образующихся радикалов [368, 697]. Так, при 

низком содержании кислорода в среде каротиноиды выступают как антиоксиданты, 

при высоком – как прооксиданты [369]. 

В ответе на оксидативный стресс участвуют и вещества, относящиеся к ауторе-

гуляторам физиологического состояния микроорганизмов. Примеры таких веществ – 

так называемые термостабильные низкомолекулярные RF-белки [698-700] и факто-

ры d1 (алкилгидроксибензолы) [566, 567]. Их защитный эффект проявляется в уве-

личении устойчивости к различным видам стресса, сохранении профилеративной 

способности микробных клеток.  

 

2.4.1.2. Энзиматическая защита при оксидативном стрессе 

 

На биохимическом уровне регуляции метаболизма в ответе на оксидативный 

стресс участвуют ферменты супероксиддисмутаза, пероксидаза, каталазы KatA и 

KatB [632, 701-707], обеспечивающие защиту жизненно важных биологических 

структур от действия образующихся перекисей и радикалов. 

Супероксиддисмутаза (СОД, SOD) катализирует диспропорционирование ре-

акционно активного О2
-

 с образованием пероксида водорода по реакциям: 

О2
-

 + 2H
+
 + ē    H2O2 

2О2
-

 + 2H
+
    H2O2 + O2 

Бактерии обладают различными типами СОД, в зависимости от бивалентных 

металлов как кофакторов, с которыми ферменты связаны: Fe
2+

, Mn
2+

, и/или Cu
2+

-
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Zn
2+

. Photobacterium leioyhathi, Micrococcus denitrificans и некоторые другие прока-

риоты имеют медь- и цинксодержащую СОД [708-712]. Эти ферменты широко рас-

пространены среди эукариотических организмов. Марганецзависимая СОД (Mn-

SOD) найдена у многих видов прокариот и эукариот, в то время как железосодер-

жащая СОД изолирована, за редким исключением, из прокариот [713-718]. Молоч-

нокислые бактерии имеют Mn
2+

 СОД [718, 719]. Альтернативная стратегия противо-

действия супероксидным анион-радиклам – образование повышенного количества 

внутриклеточного глутатиона. 

Пероксидазы катализируют реакцию окисления доноров электрона пероксидом 

водорода: 

R-H + H-OOH  R-OH + H2O 

Окисление наиболее низкомолекулярных доноров (например, формиата, фор-

мальдегида) осуществляется двухэлектронно. Присутствие экзогенной H2O2 приво-

дит к индукции гена, кодирующего пероксидазу [720, 721]. Пероксидаза обладает 

широкой субстратной специфичностью, способна окислять различные органические 

соединения, включая полифенолы, ароматические амины, используя кислород пе-

роксида водорода или органических пероксидов [687, 722-725]. Также показана спо-

собность пероксидазы катализировать окисление органических субстратов с участи-

ем кислорода, т.е. осуществлять роль оксидазы. При окислении пероксидазой NADH 

процесс сопровождается образованием супероксид-аниона, пероксида водорода и 

гидроксильного радикала [596], т.е. фермент имеет прооксидантные функции.  

Важную роль пероксидазы и супероксиддисмутазы выполняют в пероксидном 

окислении липидов (жирных кислот, входящих в состав мембран), имеющим боль-

шое значение для жизнедеятельности клетки. Физиологическая значимость перок-

сидного окисления липидов связана с тем, что последние могут выступать в качестве 

регуляторов проницаемости клеточных мембран и активности монооксигеназных 

реакций [726]. 

Монооксигеназа цитохром P-450, осуществляющая первичное гидроксилиро-

вание многих органических соединений, способна также проявлять пероксидазную 

активность, катализируя процесс с использованием H2O2 или других пероксидов: 

R-H + H-OOH  R-OH + H2O 

Таким путем может осуществляться первичное окисление, например, анилина, 

ненасыщенных жирных кислот (так называемый шунтовый механизм). Но эта реак-

ция отличается по механизму действия от истинной пероксидазы. 

Каталаза катализирует распад образующейся H2O2 на воду и молекулярный 

кислород: 

2H2O2    2H2O + O2 
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Существуют 3 класса бактериальных каталаз: монофункциональные каталазы, 

каталазы-пероксидазы, марганцевые каталазы (пероксидазы) [727-729]. Монофункци-

ональные каталазы и каталазы-пероксидазы содержат гем в простетической группе. 

У E. coli функционируют две каталазы: KatA и KatB. KatA является конститу-

тивной, KatB – индуцибельной [702, 705, 706, 730]. Также у многих бактерий имеет-

ся бифункциональная гидропероксидаза (KatG) с каталазной и пероксидазной ак-

тивностями [586, 721]. 

Комбинированное действие каталазы и СОД превращает О2
-

 и H2O2 в воду и 

кислород, предотвращая, таким образом, появление высокореакционных гидрок-

сильных радикалов [731].  

В клетках млекопитающих наибольшее содержание пероксида водорода и ак-

тивность пероксидаз и каталаз наблюдается в пероксисомах [5]. При этом скорость 

восстановления кислорода в пероксисомах возрастает пропорционально увеличению 

его концентрации, так что излишек кислорода в клетке ускоряет его восстановление 

пероксисомами.  

Из других компонентов энзиматической антиоксидантной защиты следует упо-

мянуть глутатион-пероксидазу-(1-4), глутатионтрансферазы, фосфолипидгидроперок-

сид-глутатинпероксидазу, NADH-пероксидазу, аскорбат-пероксидазу, алкилгидропе-

роксидредуктазу, алкилгидропероксидпероксидазу [343, 347, 586, 587, 679, 712].  

Глутатионпероксидаза (gorA) восстанавливает H2O2 и органические гидропе-

роксиды ROOH свободных жирных кислот, нуклеотидов, нуклеиновых кислот и 

белков: 

H2O2 + 2GSH   2H2O + GSSG 

ROOH + 2GSH   ROH + H2O + GSSG 

Глутатионтрансферазы (Yfc) восстанавливают только ROOH. Фосфолипидгид-

ропероксид-ГПО восстанавливает ROOH жирных кислот в составе фосфолипидов с 

участием глутатионредуктазы, регенерирующей GSH из GSSG путем NADPH-

зависимого восстановления: 

GSSG + NADPH + H
+
   2GSH + NADP

+
 

Алкилгидропероксидредуктаза (Ahp) катализирует восстановление органиче-

ских гидропероксидов и пероксида водорода. 

Несколько групп грам-положительных эубактерий (Bacillus megaterium и др.) 

содержат высокий уровень CoA вместо GSH и дисульфидредуктазу, активную с 

CoA-дисульфидом [666]. 

Защитным действием в отношении оксидативного стресса обладают ферритин-

подобные белки, принадлежащие к Dps-семейству (DNA-binding proteins from 

starved cells). Они катализируют окисление Fe(II) до Fe(III) пероксидом водорода без 
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образования OH-радикалов и, таким образом, нейтрализуют реакцию Фентона [732-

735]. Кроме того, как компонент хроматина они физически экранируют ДНК от по-

вреждающего действия АФК. Dps-семейство белков вовлечено в защиту и от других 

стрессорных воздействий. Dps-белок первоначально был найден у E. coli. Он кри-

сталлизуется в голодающих клетках и защищает ДНК от оксидативного стресса. У 

молочнокислых бактерий аналогичными функциями обладает устойчивый к перок-

сиду белок Dpr [736]. 

Защитное действие оказывают специфические низкомолекулярные кислоторас-

творимые белки (SASP) α/β-типа, накапливаемые при споруляции и защищающие 

споры от действия ультрафиолета, гидроксильных радикалов, теплового шока [737]. 

У молочнокислых бактерий в ответе на оксидативный стресс могут принимать 

участие каталазы, псевдокаталазы, NADH-оксидазы, NADH-пероксидазы, суперок-

сиддисмутазы или неэнзиматические соединения (Mn
2+

, аскорбат, токоферолы, глу-

татион) для нейтрализации и снижения концентрации АФК [684, 738-740].  

Для нейтрализации токсичного действия пероксида водорода МКБ используют 

Mn
2+

 и ферменты, содержащие Mn, а не Fe [739]. Гены гем-зависимой каталазы при-

сутствуют лишь у отдельных представителей МКБ: в штаммах L. brevis, L. plantarum 

[741-743], L. sakei [744, 745], L. casei, L. zeae [674, 684, 746, 747]. У таких штаммов 

активная каталаза не функционирует при анаэробных условиях при внесении гема, и 

аэробных – без внесения гема [748, 749]. 

Внедрение генов каталазы лактобацилл в реципиентные штаммы L. casei повы-

сило их выживаемость в условиях оксидативного стресса (внесение 2 mM H2O2, вы-

держивание 1 ч) в 270 и 300 раз, а при аэрации в 146 и 190 раз после 96 ч инкубации 

[747]. У некоторых штаммов L. plantarum, L. casei и других имеется псевдокаталаза, 

именуемая марганецзависимой каталазой (MnKat), способная обеспечить разложе-

ние H2O2 [496, 718, 741, 742, 746, 750].  

Ионы Mn
2+

 также могут принимать участие в дисмутации H2O2 нефермента-

тивным путем. Внесение ионов Mn
2+

 в питательную среду до определенного предела 

повышает выход биомассы, устойчивость к кислороду и выживаемость при оксида-

тивном стрессе [751]. Концентрация Fe поддерживается на низком уровне внутри 

клетки, так что опасность генерирования OH радикалов, повреждающих ДНК, сво-

дится к минимуму [587]. 

К другим формам защиты у бактерий в ответ на оксидативный стресс, можно 

отнести [448, 641]: 

- изменение состава клеточных мембран [643], что может быть объяснено по-

вышенной активностью кислород-потребляющей системы десатурации жирных кис-

лот, которая служит для снижения содержания свободных радикалов в клетке; 
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- повышенную активность кислород-потребляющих путей [643];  

- накопление полифосфатов, которое способствует выживаемости бактерий 

[752, 753]. Полифосфаты действуют как шапероны, предотвращая агрегацию повре-

жденных белков. Они также улучшают выброс токсичных ионов металлов (Fe
2+

 и 

Cu
2+

) из клетки; 

- неэнзиматическое взаимодействие метаболически синтезируемого пирувата с 

остаточным H2O2 с образованием воды [448]; 

- защиту чувствительных тиольных групп ионами металлов [642]; 

- репарацию ДНК для преодоления оксидативного повреждения генома [685]. 

Косвенно в антиоксидантной защите участвуют ферменты, способные обнару-

живать и устранять первичные окислительные повреждения. Например, фосфолипа-

зы узнают и избирательно выщепляют окисленные жирные кислоты из мембранных 

липидов. Некоторые протеолитические ферменты расщепляют белки, имеющие не-

глубокие повреждения. Гем-содержащие белки ферритин, трансферрин, ксантинок-

сидаза участвуют в процессах связывания железа, снижая тем самым скорость обра-

зования гидроксильных радикалов в реакции Фентона [346, 736]. 

Другое физиологически значимое проявление ответа на оксидативный стресс 

наблюдается при образовании биопленок. Биопленки устойчивее к АФК в силу 

диффузионных ограничений, пространственной гетерогенности в физиологическом 

статусе микроорганизмов внутри биопленки и более выраженных перекрестных ре-

акций между оксидативным и другими стрессами, такими как голодание и антибио-

тикорезистентность [706, 754-761]. В ответе на стресс в популяциях микроорганиз-

мов в биопленках участвуют QS-регуляторы – N-ацил- и другие гомосеринлактоны 

(АГЛ у E. coli, Ps. aeruginosa), прооксидантные хинолоны (PQS у Ps. aeruginosa), ре-

гуляторы пептидной природы (у B. subtilis) и др. [368, 755, 756, 762-764]. Имеются 

сообщения о способности штаммов L. reuteri и L. rhamnosus образовывать Al-2 (ацил-

гомосерин)-подобные молекулы и их вовлеченность в мультиклеточную коммуника-

цию, наблюдаемую при образовании биопленок [765]. Оксидативный стресс также 

влияет на образование адгезинов, среди которых наиболее изучен антиген 43 E. coli 

[439, 764], стимулирующий агрегацию бактериальных клеток и рост биопленок. 

В образовании биопленок и агрегатов клеток участвуют внеклеточные полиса-

хариды. Экзополисахариды защищают микробные клетки от стрессов окружающей 

среды, таких как воздействие низина, голодание, повреждение мембран, низкий pH 

[766], температурный, световой или осмотический стрессы. Многие штаммы молоч-

нокислых бактерий синтезируют экзополисахариды, образование которых увеличи-

вается при стрессовых воздействиях [767-768]. Так, штамм L. plantarum DB200, спо-

собный образовывать биопленки, в составе биопленки более устойчив к стрессу. В 
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этих условиях наблюдается более высокий уровень экспрессии белков ответа на 

стресс (например, HSP, DnaK, GroEL, ClpP, GroES, фактора элонгации TF и катала-

зы). Также повышается выход молочной кислоты из глюкозы при одновременном 

снижении прироста биомассы [419]. 

 

2.4.2. Ответ на генетическом уровне у прокариотических микроорганизмов 

 

Ответ на оксидативный стресс наиболее изучен у E. coli и Bacillus subtilis. У E. 

coli при воздействии пероксида водорода и других АФК индуцируются система 

адаптивного ответа на окислительный стресс и SOS-система [356, 403, 599, 769, 770, 

771]. В процессах регуляции принимают участие клеточные гормоны (алaрмоны), 

транскрипционные факторы red/ox-состояния OxyR и SoxR, регулоны OhrR (organic 

hydroperoxide resistance regulator – регуляции экспрессии в ответ на органические 

пероксиды), PerR (регулятор устойчивости к пероксидам), Spx (глобальный регуля-

тор транскрипции), sigB (система сигнальной трансдукции и фактор общего стрес-

са), sigМ (система сигнальной трансдукции), PqrAB (система паракват-

резистентности) и другие [403, 587, 632, 772-784]. 

Фактор OxyR активирует антиокислительные гены в ответ на пероксид водоро-

да, фактор SoxR – в ответ на действие О2
•-
. В результате происходит индукция син-

теза антиоксидантных ферментов. OxyR активируется, когда концентрация H2O2 в 

цитоплазме E. coli достигает около 0,1–0,2 мкМ, в то время как повреждающее дей-

ствие H2O2 на белки наблюдается уже при 0,3–0,5 мкМ H2O2 [785-788].  

Регуляторный белок OxyR содержит 6 цистеиновых остатков, взаимодействует 

с алармоном, в роли которого выступает аденилированный нуклеотид AppppA, и 

контролирует экспрессию H2O2-индуцируемых протеинов [348, 402, 601, 789-792], 

среди которых каталаза, глутатионредуктаза (gorA), глутатионсинтаза (grx), алкил-

гидропероксидредуктаза, некоторые белки теплового шока.  

Окисленный и восстановленный фактор OxyR может приобретать различную 

конформацию, а изменение конформации белка при окислении служит сигналом 

опасности для клетки [791]. OxyR по принципу обратной связи взаимодействует с 

промотором своего гена oxyR, регулируя свой синтез на уровне инициации тран-

скрипции. 

Обработка пероксидом водорода также вызывает индукцию транскрипционно-

го фактора oxyS –некодирующей РНК, состоящей из 107 нуклеотидов. Эта неболь-

шая РНК действует как глобальный регулятор, репрессирующий fhlA (кодирующий 

транскрипционный регулятор) и индуцирующий uhpT (кодирующий гексозо-6-

фосфатный переносчик). Таким образом, бактериальный ответ на пероксид водорода 
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включает по меньшей мере два различных регуляторных механизма: с белковым ак-

тиватором OxyR, который переключается с помощью окисления, и 107-

нуклеотидную РНК, которая действует и как активатор, и как репрессор генной экс-

прессии [601]. 

При избытке О2
•-
 сигнал воспринимает soxR/S система, контролирующая более 

10 генов (глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы, супероксиддисмутазы, эндонуклеазы IV, 

фумаразы, ряд регуляторных белков) [793, 794]. Эта же система воспринимает NO в 

качестве сигнальной молекулы и индуцируется паракватом [795]. В условиях окис-

лительного стресса белковый транскрипционный фактор SoxR переходит в окислен-

ное состояние и активирует транскрипцию гена soxS, который и является, в свою 

очередь, транскрипционным активатором генов, попадающих под контроль soxR/S 

системы. SoxR содержит 4 цистеиновых остатка и молекулы металла в активном 

центре. По-видимому, изменение редокс-состояния металла и служит сигналом для 

перехода SoxR в активное состояние, в котором сигнал опасности передается в клет-

ку [348, 777, 794, 796]. 

Тандем OxyR и SoxR/S позволяет осуществлять более тонкую регуляцию ответа 

на оксидативный стресс и имеет большое значение в адаптивной устойчивости к 

агентам ОС [779]. 

У большинства аэробных организмов системы контроля клеточных ответов на 

оксидативный стресс находятся во взаимодействии друг с другом. Подтверждением 

этого является факт экспрессии генов разных регулонов стрессоустойчивости в ответ 

на определённый вид стресса. Так в Bacillus subtilis не менее трех регулонов sigB, 

perR, и ohrR экспрессируются при стрессе, вызванном пероксидами, в каскаде. Имеет-

ся информация о функционировании OhrR и PerR тандема при оксидативном стрессе, 

вызванном как органическими, так и неорганическими пероксидами [797, 798]. 

В системах ответа на уровне генотипа задействованы различные регулоны, мо-

дулоны и стимулоны. Так, сигма-факторы влияют на активность РНК-полимеразы, 

её сродство с промотором, участвуют в системе сигнальной трансдукции. Существу-

ет большое количество sig-регулонов, их число варьируется у разных видов орга-

низмов. В состав регулонов входит большое количество генов с широким разнообра-

зием функциональности (системы репарации, шапероны, система антиоксидантной 

защиты, вспомогательные белковые факторы, пермеазы и т.д.). Каждый из сигма-

факторов работает в конкретной ситуации (на разных стадиях роста и может быть 

локализован в различных местах) [544, 545, 799]. 

В ответе на специфические виды оксидативного стресса (ответ на хиноны, сали-

цилат, катехин дисульфидный стресс) в E. coli и B. subtilis задействованы гены marR-

семейства. Общая особенность генов marR–семейства – это репрессия транскрипции 
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генов, работа которых в условиях стресса неуместна. Гены marR–семейства и их про-

теом контролируют на уровне репрессии генов многие системы клеточных ответов на 

оксидативный стресс (ohr, perR, spx и др.), поэтому marR-модулон можно рассматри-

вать как глобальный регулятор транскрипции [546, 780, 782, 795, 800, 801]. 

Таким образом, в микроорганизмах функционируют тандемы и каскады систем 

ответа на стресс, в частности в случае оксидативного стресса – sig-стимулон или 

mar-модулон, между которыми налажены сложные регуляторные связи. Совместная 

экспрессия большого числа генов и их белковых продуктов локализуется с образо-

ванием цитоплазматических субстанций – стрессосом [802]. Число стрессосом мо-

жет достигать 20–30 в зависимости от вида стресса и интенсивности стрессового 

воздействия на клетку. Размер стрессосом у Bacillus subtilis 1,5–2,5 МДа и диаметр 

25–40 нм, их работа приводит к активации 120–160 генов. В стрессосоме белки фос-

форилированы, находятся в модифицированном состоянии, их модификация проис-

ходит в динамическом режиме, регулируется и координируется управляющими фак-

торами, такими как σ
B
, за пределами области локализации самой стрессосомы, что 

отображает комплексность и многофакторность систем по противодействию стрессу.  

Одно из ключевых метаболических изменений, наблюдаемых при разовом ок-

сидативном стрессе, заключается в перенаправлении метаболических потоков с 

ослаблением гликолиза и активности глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы 

(GAPDH) и активизацией пентозофосфатного пути [435, 795, 803, 804], который яв-

ляется источником восстановительных эквивалентов в виде NADPH [548] и образо-

вание которого, в свою очередь, катализируется глюкозо-6-фосфатдегидрогеназой 

(ZwF) – ключевым ферментом пентозофосфатного пути – и 6-

фосфоглюконатдегидрогеназой (Gnd). NADPH необходим для восстановления 

редокс-кофакторов главных антиоксидантных систем, нейтрализующих АФК. Соот-

ношение NADPH и NADP
+
 определяет редокс-баланс в клетке и устойчивость к 

АФК [803]. У Salmonella это соотношение находится под контролем регулятора си-

стемы строгого контроля в ответ на голодание – DnaK супрессорного белка (DksA) 

совместно с антиоксидантной защитой [435]. Регулируя редокс-состояние внутри-

клеточной среды, фактор DksA участвует в повышении устойчивости Salmonella к 

пероксиду водорода, образуемого NADPH-оксидазой фагоцитов, т.е. патогенных 

свойств этой бактерии. Более поздние исследования с Staphylococcus aureus и Pseu-

domonas aeruginosa показали, что длительное действие оксидативного стресса в виде 

сублетальных доз H2O2 приводит к активизации как пентозофосфатного пути, так и 

гликолиза [805, 806]. 
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2.4.3. Ответ на генетическом уровне у эукариотических микроорганизмов 

 

Как и у прокариотов, для эукариотических микроорганизмов стрессовое воз-

действие АФК может иметь различные проявления в зависимости от стадии роста и 

развития, природы стрессора, а также систематического положения организма [807-

810]. 

Среди эукариотических микроорганизмов ответ на оксидативный стресс 

наиболее изучен у классических объектов исследований – дрожжей-сахаромицетов 

[589, 590, 807, 809, 811].  

Как и у E. coli, у S. cerevisiae оксидативный стресс сопровождается активизаци-

ей пентозофосфатного пути [811-814] и повышением толерантности клеток дрожжей 

не только к оксидативному, но и другим стрессам: осмотическому, тепловому, тяже-

лым металлам [814-817]. В эукариотических клетках NADPH-зависимые реакции 

протекают в цитозоле, причем для восстановления ферментов антиоксидантной за-

щиты необходимо высокое соотношение NADPH/NADP
+
. 

С другой стороны, высокое соотношение NADH/NAD
+
, которое наряду с 

NADPH/NADP
+
 определяет окислительно-восстановительные свойства внутри клет-

ки, прежде всего в митохондриях, может привести к восстановительному стрессу, 

также неблагоприятному для физиологической активности клеток [818]. Такой 

стресс наблюдается, в частности, при внесении сильного восстановителя – 

дитиотреитола, который предотвращает образование дисульфидных связей. 

Годоном и др. [811] было проведено широкомасштабное изучение геномных 

процессов, происходящих в эукариотической клетке при разовом воздействии суб-

летальных доз H2O2 на S. cerevisiae, в ходе которого было оценено направление из-

менения основных метаболических путей клетки в ответ на оксидативный стресс. 

Изменения в экспрессии генов, определяющих адаптивный стрессовый ответ 

дрожжей к H2O2, кинетические и доза-эффект параметры геномного отклика анали-

зировались с помощью двухмерного гель-электрофореза совокупных клеточных 

белков. Изменения в синтезе белков начинали проявлятся уже через 2 мин, для ряда 

белков достигали максимума через 15 мин и возвращались к исходному уровню че-

рез 1 час. Однако уровень некоторых белков не возвращался к базовому и после 1 

часа с момента стрессорного воздействия.  

Как и ожидалось, H2O2-индуцируемые белки включают некоторые белки теп-

лового шока и белки, вовлеченные в антиоксидантную защиту и в процесс удаления 

интермедиатов при воздействии АФК. Индуцируются Mn-SOD, Cu/Zn-SOD, глута-

тионредуктаза, каталаза, тиоредоксин, тиопероксидаза, TRX-редуктаза, цитохром-с 

пероксидаза. Метаболизм углеводов начинает меняться уже через минуты после 
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воздействия H2O2. При этом активизируются гены метаболизма глицерина и пенто-

зофосфатного пути, обеспечивающего клетки строительным материалом, необходи-

мым для синтеза углеводов, нуклеотидов и белков, пути ассимиляции углеводов пе-

ренаправляются на регенерацию NADPH вместо гликолиза, который является ос-

новным донором восстановительных эквивалентов в ответе клетки на окислитель-

ный и другие виды стресса, при котором активизируется синтез белков антистрес-

сорных систем [548]. Также активизируется синтез белков метаболизма глицерина и 

накопления трегалозы, некоторых регуляторных белков. Напротив, репрессируется 

синтез многих белков, участвующих в аппарате трансляции и некоторых из белков 

гликолитического пути и ЦТК, метаболизма серы, синтеза некоторых аминокислот, 

всех пуринов и пиримидинов, т.е. путей конструктивного обмена. 

Переориентация метаболических путей от гликолиза к пентозофосфатному 

циклу, наблюдавшаяся в этих исследованиях, аналогична таковой для бактерий Sal-

monella и дрожжей K. lactis, подтвержденной в работах ряда исследователей [435, 

803]. 

Дрожжи имеют такие же механизмы защиты как и высшие эукариоты, при 

этом, как и в случае E. coli, у дрожжей S. cerevisiae при воздействии H2O2 и О2
•-
 ин-

дуцируются два разных стимулона – частично перекрывающихся набора генов 

стресс-ответа [589, 809, 811, 819].  

Ключевым глобальным регулятором ответа на оксидативный стресс у S. cere-

visiae является фактор Yap1p (yeast activator protein), который специфически связы-

вается с AP-1 сайтом эукариотического семейства AP-1 транскрипционных факторов 

[348, 820-834]. В клетках млекопитающих белки семейства AP-1 вовлечены в про-

лиферацию, дифференциацию, апоптоз и ответ на стресс и радиацию [835-837]. 

В ответе на оксидативный стресс совместно с Yap1p участвуют супероксид-

дисмутазы (SOD1, SOD2), каталазы, глутатион (GSH) и глутатионредуктаза, глута-

тионпероксидаза (GPX), тиоредоксинпероксидаза (TSA), цитохром с пероксидаза 

(CCP1), алкилгидроксипероксидредуктазы (Ahp), тиоредоксин (TRX) – продукт гена 

TRX2 [838-842], глутаредоксины – продукты генов GRX1 и GRX2 [838, 843; 668], 

белки теплового шока (HSP26, HSP70, HSP104 и др.) [844-848]. Yap1p также активи-

рует синтез SOD, глутатионредуктазы, глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы, алкилгид-

роксипероксидредуктазы, глутатионпероксидазы, тиолпероксидазы [849]. Актива-

ция происходит на транскрипционном и посттрансляционном уровне и вовлекает 

транслокализацию Yap1p из цитоплазмы в ядро [850, 851], которая также чувстви-

тельна к источнику углерода и его содержанию в среде. Yap1p чувствителен к 

ред/окс состоянию внутриклеточной среды благодаря наличию трех консервативных 

цистеиновых остатков [852]. Совместно с Yap1p в ответе на оксидативный стресс 



90 

участвуют транскрипционный фактор Skn7p [825, 831, 853, 854], а также регуляторы 

YAP4 [855, 856], Msp2p/4p, Gcn4p [472, 827, 857], Sko1p [471], Hsf1p [809, 813]. Уча-

стие данных факторов в ответе на оксидативный стресс не исключает их определен-

ной роли в ответе на другие виды стресса. Так, факторы Yap1p, YAP4 и Msn2p/4p 

вовлечены в ответ на тепловой шок, действие тяжелых металлов, осмотический 

стресс, в регуляцию ферментов метаболизма углеводов и аминокислот. Фактор 

Skn7p вместе с Yap1p вовлечен в синтез ферментов, участвующих в нейтрализации 

АФК, в ответ на осмотический стресс, в регуляцию синтеза клеточной стенки, кле-

точного цикла [825, 827, 855-858], однако первый не участвует в регуляции метабо-

лических путей, регенерирующих восстановительные эквиваленты в форме глутати-

она и NADPH [825].  

Регуляция ответа на стресс с участием факторов Yap1p, Skn7p, Msn2p, Mns4p и 

других происходит по сигналпередающему каскадному механизму – через митоген-

активируемый Hog1 MAPK путь, включающий каскад из трех серин/треониновых 

киназ и Ras-протеинкиназу.  

У дрожжей S. cerevisiae протеинкиназа С активируется оксидативным стрессо-

ром и, в свою очередь, быстро фосфорилирует митоген-активируемую протеинкина-

зу Mpk1p [859, 860]. Фактор Hog1p – гомолог фактора p38 многоклеточных орга-

низмов, активируется в ответ на гиперосмотический стресс и тепловой шок, однако 

он не активируется пероксидом водорода. MAPK-путь задействован при ответе на 

широкий диапазон стрессов: голодание, оксидативный, тепловой шок, холодовый 

шок, воздействие тяжелых металлов, повреждение ДНК ультрафиолетом. 

Таким образом, система регуляции ответа на оксидативный стресс у дрожжей-

сахаромицетов построена на принципах перекрестных каскадов и одновременно 

функционирует при ответе на воздействие других стрессоров. 

 

2.4.4. Адаптация микроорганизмов к оксидативному стрессу 

 

Изменения, наблюдаемые в результате кратковременного стресса, имеют адап-

тивный характер. Его характерными особенностями является временный ответ и 

проявление уже при воздействии доз стрессора, намного меньших физиологически 

значимых [402, 587, 838, 861]. Такой «заблаговременный» ответ позволяет повышать 

устойчивость популяции к воздействию более высоких доз стрессора после предва-

рительного воздействия малых доз – а значит повышать ее жизнеспособность [492, 

497]. Так, добавление в среду культивирования H2O2 в дозах 10–60 мкM достаточно, 

чтобы в клетках возникла устойчивость к 1–10 мМ H2O2 [402, 862, 863]. В адаптив-
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ном ответе на оксидативный стресс участвуют антиоксиданты, ферменты, тран-

скрипционные и регуляторные факторы, кратко рассмотренные выше.  

В работе [863] изучались адаптивные ответы на окислительный стресс, вызван-

ный воздействием H2O2 на S. cerevisiae. В результате было показано, что у S. 

cerevisiae рост обычных клеток легко тормозится внесением H2O2, а клетки, предва-

рительно предобработанные низкими концентрациями H2O2, способны пережить 

внесение последующей дозы и продолжать делиться с нормальной скоростью. 

Наиболее эффективная адаптация наблюдалась при следующих условиях: 510
6
 кле-

ток/мл, предобработка или начальное добавление 0,4 мM H2O2, интервал между пре-

добработкой и внесением 45 мин., внесение концентрации пероксида 0,8 мM H2O2 за 

2 часа. При этих условиях клетки, обработанные пероксидом без предварительной 

подготовки, показывали 90% гибель на чашках Петри. Напротив, клетки, предобра-

ботанные пероксидом, росли и делились со скоростью фактически на 15–30% быст-

рее, чем такие же непредобработанные клетки, при этом 90–100% таких предобрабо-

танных клеток продолжали делиться с нормальной скоростью даже при последую-

щей обработке критической концентрацией H2O2. Усиление устойчивости предобра-

ботанных клеток к H2O2 временное, полностью прекращается в течение 60–90 минут 

роста в отсутствие H2O2. Более того, клетки, подвергшиеся деадаптации более чем 

на 4 часа, снова показывают временный адаптивный ответ при предобработке пе-

роксидом. Эти результаты наряду с высокой выживаемостью (90–100%) предобра-

ботанных клеток показывают, что при действии H2O2 происходит истинная времен-

ная адаптация к этому стрессору, но не селекция любых до этого присутствующих 

резистентных к H2O2 субпопуляций.  

Вместе с тем, адаптивные ответы к двум разным оксидантам могут отличаться 

[861, 864]. Так, обработка клеток дрожжей S. cerevisiae малыми концентрациями ли-

бо пероксида водорода, либо менадиона (супероксид-генерирующий агент) индуци-

рует адаптивные ответы, которые защищают клетки от летальных эффектов при по-

следующей обработке более высокими концентрациями этих оксидантов. Предобра-

ботка менадионом защищает клетки от гибели под действием H2O2, однако предоб-

работка с помощью пероксида неспособна защитить клетки от последующего воз-

действия менадиона. 

У дрожжей-сахаромицетов повышение устойчивости к H2O2 в ходе процедуры 

адаптации может быть обусловлено не только индукцией антиоксидантных ферментов, 

но и снижением проницаемости мембран по отношению к H2O2 [415, 616, 617, 865]. 

Адаптированную к агентам оксидативного стресса (H2O2, менадион и др.) по-

пуляцию микроорганизмов можно получить путем ее последовательного пересева 

(пассирования) или при непрерывном длительном культивировании на средах, со-
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держащих агенты оксидативного стресса [411, 413, 861, 863, 866]. Так, в работе Lee 

et al. [867] бактерии Corynebacterium glutamicum культивировались в хемостатном 

режиме 1900 ч при постепенном повышении концентрации H2O2, чтобы изучить 

влияние стресса. После пассирования С. glutamicum росла в условиях стресса, тогда 

как дикий тип не смог адаптироваться. Адаптированный штамм также показал по-

вышенную устойчивость к стрессу диамидом, менадионом, SDS, твин-20, HCl, 

NaOH и ампициллином.  

В другой работе [868] изучалась адаптация фитопатогенных грибов Fusarium 

decemcellulare к оксидативному стрессу перексидом водорода и 5-гидрокси-1,4-

нафтохиноном (юглоном). При высоких концентрациях стрессоров рост гриба пол-

ностью ингибировался. При 60-минутной предварительной обработке на логариф-

мической фазе роста клеток пероксидом водорода с концентрацией 0,25 мМ появи-

лась устойчивость к высокой концентрации окислителей. На стационарной фазе 

клетки оказались более устойчивыми к стрессу, чем на логарифмической. Адаптация 

была связана с увеличением активности клеточной каталазы и супероксиддисмутазы 

– основных ферментов, участвующих в защите от оксидативного стресса. 

Аналогичный адаптивный ответ наблюдали при предобработке культуры плес-

невых грибов Penicillium piceum небольшими (0,5–5,0 мМ) дозами H2O2 [869]. Клет-

ки гриба были более устойчивыми к стрессу на стационарной фазе роста, чем на ло-

гарифмической фазе, что было обусловлено высокой активностью каталазы. Актив-

ность каталазы начинала повышаться спустя 10 мин после внесения 5,0 мМ H2O2 и 

достигала максимума через 180 мин – при внесении пероксида в экспоненциальной 

фазе роста и 120 мин – при внесении в стационарной фазе роста. Затем активность 

каталазы постепенно падала до исходного уровня. 

В практическом плане процедура адаптации необходима, когда речь идет о по-

лучении линий микроорганизмов, устойчивых к оксидативному стрессу, и их ис-

пользовании в управляемом культивировании, в частности, при внесении H2O2 для 

аэрации вместо кислорода или воздуха [870], при целенаправленной индукции ком-

понентов стресс-ответа, при получении штаммов, устойчивых к другим видам стрес-

са. Преадаптация к различным стрессам (солевому, низкому pH, токсичным веще-

ствам, высоким температурам и др.) может быть использована как стратегия для 

усиления технологических качеств штаммов продуцентов [493, 521, 871, 872]. 

 

2.4.5. Перекрестные ответы при оксидативном стрессе 

 

Выше уже отмечалось, что различные виды стресса могут индуцировать общие 

компоненты в системах ответа, и часто эти ответы регулируются одними и теми же 
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внутриклеточными факторами и сигнальными каскадами. Такой общий ответ лежит 

в основе перекрестной адаптации, когда преадаптация к одному стрессу делает клет-

ки устойчивыми к действию других и множественных стрессов [506]. 

Клетки могут переключать различные стресс-ответы на оксидативный стресс 

[448, 685]. E. coli, B. subtilis, L. lactis и другие бактерии обладают общими и специ-

фическими механизмами ответа на стресс [358, 685, 873]. Ключевую роль в регуля-

ции этих механизмов и физиологии бактериальных клеток играют циклические нук-

леотиды как вторичные мессенджеры (cAMP) [874, 875]. Среди факторов, контроли-

рующих общий ответ на стресс – cAMP рецепторный белок, регулятор восстановле-

ния фумарата и нитрата (FNR) и FNR-подобные белки (Flp) [876]. Они найдены у 

многих бактерий и обладают структурными свойствами, обеспечивающими клетки 

разнообразными сенсорными функциями с передачей сигналов внешней и внутрен-

ней среды в процессе метаболизма и функционирования ДНК/РНК регуляторных 

механизмов (узнавание соответствующих мотивов ДНК и взаимодействие с РНК-

полимеразой), что переключает общий и специфический ответ к разным физиологи-

ческим условиям, таким как стресс. У L. casei FNP и Flp играют ключевую роль в 

предотвращении окислительного повреждения при взаимодействии с 4Fe-4S кисло-

родолабильным кластером [877].  

У прокариот распространены однокомпонентные системы ответа на стресс. В 

них участвуют белки, содержащие сенсорный и сигнальный домены. Было выявлено 

20 семейств главных однокомпонентных систем. Некоторые охарактеризованы с 

точки зрения их роли в ответе на катионные антимикробные пептиды, оксидативный 

стресс и гомеостаз металлов и устойчивость к ним [448]. Один из наиболее охарак-

теризованных сенсоров оксидативного стресса – PerR, рецептор ответа на пероксид-

ный стресс, регулятор Fur семейства [779, 781, 798]. 

Двухкомпонентные регуляторные системы (TCS) ответа на стресс восприни-

мают и передают внеклеточные сигналы в клетку и, таким образом, модулируют 

экспрессию генов и физиологические изменения [878, 879]. Они функционируют и в 

прокариотических, и в эукариотических клетках. Типично эти системы состоят из 

мембраносвязанного сенсорного белка, гиcтидинпротеинкиназы (HK), и внутрикле-

точного регулятора ответа (RR). Все они вовлечены в реакции фосфорилирования. 

Фосфорилирование RR модулирует его активность, которая в большинстве случаев 

вовлекает транскрипционную регуляцию [880]. Дефосфорилирование RR выполня-

ется дополнительной фосфатазой, часто родственной HKs. Финальный выходной от-

вет результируется из баланса между киназой и активностью фосфатазы. Состав и 

число двухкомпонентных систем переноса сигнала широко варьируются.  
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Глобальным регулятором транскрипции у B. subtilis служит spx-система [780, 

782, 800]. В spx-регулоне B. subtilis локализованы 19 генов, протеом которых ответ-

ственен за связь с другими регулонами, за red/ox и ЭМИ-чувствительность и за регу-

ляцию транскрипции. Работа spx-системы способна обеспечивать синергетическое 

действие различных факторов стресса, в частности, комбинации оксидативного 

стресса и воздействия света. У B. subtilis имеется система LOV (light, oxygen and 

voltage), то есть своеобразный преобразователь световой энергии в потенциал или 

энергию химической связи по аналогии с фототрофными организмами [882]. Основ-

ную роль играет белок YtvA – флавопротеин с коферментом FMN – рецептор синего 

света. YtvA является частью spx-регулона. Имеются данные, что YtvA является пози-

тивным регулятором транскрипции sigB – фактора общего стресса, который контро-

лирует экспрессию индуцибельной каталазы, SOD и других систем устойчивости. 

Через систему spx-регулона налажены регуляторные связи между sig-регулонами, в 

частности между sigM и sigB, так как, возможно, spx способен контролировать тран-

скрипцию в sig-стимулоне [883, 884]. 

У E. coli сигма фактор σ
S
 (rpoS) ответственен за общий ответ и устойчивость к 

стрессу [434, 548, 885]. Экспонирование клеток к слабым органическим кислотам 

(ацетату, пропионату, бензоату) увеличивает экспрессию σ
S
 и индуцирует синтез ка-

талаз KatG и KatE [886]. В ответе на тепловой шок и H2O2 задействован один и тот же 

регулон сигма фактора OxyR [356]. 

У молочнокислых бактерий гены, отвечающие за регуляцию устойчивости к ок-

сидативному стрессу, находятся в σ-32 регулоне, связанным, в свою очередь с регули-

рованием ответа клетки на тепловой шок [555]. Поэтому умеренное УФ-облучение 

повышает устойчивость клеток L. lactis к тепловому и кислотному шоку, этанолу и 

H2O2 [887, 888]. 

У дрожжей-сахаромицетов одними и теми же регуляторными факторами для 

различных видов стресса могут выступать факторы Yap1p, Sco1. В ответе на стрессы 

опосредованно задействована cAMP-зависимая протеинкиназа (протеинкиназа А), 

как важный компонент регуляции внутриклеточного метаболизма. Большое число 

генов контролируется транскрипционными факторами Msn2p, Msn4p, связывающи-

мися с так называемыми элементами стресс ответа STREs (stress response elements) 

[421, 470, 889, 890]. 

Перекрестный ответ с повышением устойчивости и адаптацией к стрессу может 

наблюдаться при тепловом и осмотическом шоке, оксидативном стрессе, защелачи-

вании или закислении среды, голодании, высушивании, воздействии токсичных ве-

ществ [430, 433, 481, 498, 514, 515, 887, 891-905], фотоингибировании [906], между 
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оксидативным стрессом и повышенным давлением [907], повышенным давлением и 

кислотным, осмотическим, холодовым стрессами [908].  

Наиболее часто перекрестный ответ наблюдается при тепловом шоке и оксида-

тивном стрессе [358, 421, 498, 704, 789, 811, 838, 846, 848, 887, 905, 909-915]. Клет-

ки, которые приобрели устойчивость к H2O2, становятся устойчивыми и к тепловому 

шоку. Синтез БТШ может быть вызван воздействием этанола, гамма- и УФ-

облучением, H2O2, вирусной инфекцией. У дрожжей S. cerevisiae эффект от воздей-

ствия сублетальных количеств этанола аналогичен воздействию сублетального теп-

лового шока. Происходит снижение уровня АТФ-азы и накопление в плазматиче-

ской мембране белка теплового шока Hsp30 [584, 916].  

В работе Steels и др. [917] клетки S. cerevisiae, культивируемые как в аэробных, 

так и анаэробных условиях, были проверены на устойчивость к кратковременному 

тепловому шоку (52 C, 5 минут) и окислительному стрессу (20 мМ H2O2, 15 минут). 

Устойчивость зависела от фазы роста. В стационарной фазе роста клетки были более 

устойчивы и к тепловому, и к окислительному стрессу, чем в экспоненциальной. 

Мягкий тепловой шок (37 °C, 30 минут) вызывал термотолерантность и устойчи-

вость к окислительному стрессу и в аэробных, и в анаэробных условиях. Предвари-

тельное воздействие малых концентраций H2O2 (0,1 мМ, 60 мин) стимулировало 

устойчивость к летальным концентрациям H2O2, но не к летальной температуре. 

Чувствительность к обоим факторам, нагреванию и окислительному стрессу зависе-

ла от состава мембранных липидов. В случае наиболее стрессоустойчивых анаэроб-

но выращенных клеток мембраны были обогащены насыщенными жирными кисло-

тами, а также олеиновой и линоленовой кислотами. Мембраны в аэробно выращен-

ных клетках были обогащены пальмитоолеиновой и олеиновой кислотами. Эти 

клетки были наиболее устойчивы к стрессу в любых условиях.  

Тепловой шок часто вызывает ответ к солевому стрессу [421, 918, 919]. Орга-

низмы, адаптированные к экстремальной солености и накапливающие осмолиты, 

более устойчивы к тепловому шоку. У E. coli осмолиты активируют шапероны Gro-

EL, DnaK, ClpB [920]. Возможно и повышение устойчивости к лекарственным пре-

паратам [921, 922]. 

После предобработки сублетальной дозой либо окислительного, либо гиперос-

мотического стресса клетки S. cerevisiae могут противостоять последующей более вы-

сокой дозе того же самого стрессового воздействия [923]. К этим двум стрессам также 

возможна перекрестная адаптация. Клетки дикого типа, адаптированные к 1% KCl 

(агент гиперосмотического стресса) и гиперосмотически устойчивые мутантные клет-

ки могут в большей степени противостоять летальным концентрациям H2O2 (10 мМ), 

что объясняется участием антиоксидантов и ферментов репарации (GSH, CAT, SOD) 
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в адаптации дрожжей к осмотическому стрессу, а также синтезом других общих фер-

ментов ответа и на окислительный, и на осмотический стрессы. Добавление N-

ацетилцистеина (NAC) (30 мг/л) и MnSO4 (4 мM) повышало устойчивость к гиперос-

мотическому стрессу, что указывает на участие антиоксидантов в адаптации дрожжей 

к гиперосмосу. Обработка двумя стрессовыми сублетальными дозами соли увеличи-

вала уровень GSH, CAT, SOD и антиоксидантный потенциал дрожжевых клеток. 

Во время теплового шока и стационарной фазы во многих организмах накапли-

вается дисахарид трегалоза, который улучшает термотолерантность и уменьшает аг-

регацию денатурированных белков, защищает клетки от АФК и служит основным 

источником энергии в процессе прорастания спор [924-926]. При воздействии на 

клетки S. cerevisiae мягкого теплового шока (38 C) или протеасомного ингибитора 

(MG132) стимулируется накопление трегалозы и заметно увеличивается их устойчи-

вость к реактиву Фентона. После возвращения клеток в нормальные температурные 

условия (28 C) или при удалении MG132 из среды содержание трегалозы и устой-

чивость к кислородным радикалам быстро падают [634]. Аналогичное накопление 

трегалозы и повышение устойчивости к осмотическому стресу и тепловому шоку 

наблюдается для дрожжей Schizosaccharomyces pombe [927]. 

В работе [928] было показано, что при осмотическом шоке начинается иниции-

рование транскрипции генов, вовлеченных в защиту от окислительного стресса, при-

чем осмотический шок не вызывал появления обнаруживаемого количества активных 

форм кислорода. Транскрипционные профили, следующие за осмотическим шоком в 

анаэробных и аэробных условиях, были количественно очень похожи. При этом при 

осмотическом шоке стимулировалась экспрессия генов оксидативного стресса, даже 

если не было очевидной необходимости в их функционировании. Интересно, что 

клетки адаптировались намного быстрее в анаэробиозе, о чем свидетельствовал тран-

скрипционный ответ в этих условиях. Такая быстрая адаптация происходит благодаря 

усилению синтеза глицерина в анаэробной культуре, который необходим для поддер-

жания окислительно-восстановительного баланса клетки [929]. 

Льюисом и др. [866] была испытана устойчивость 14 штаммов S. cerevisiae, 

клетки которых выращивались до стационарного состояния, к Н2О2 (0,3 М, 60 мин) и 

другим стресс-факторам: к температуре (52
о
С, 4,5 мин), этанолу (20% об., 30 мин), 

быстрому замораживанию (–196
о
С, 20 мин, скорость охлаждения 200

о
С в мин), мед-

ленному замораживанию (–20
о
С, 24 ч, скорость охлаждения 3

о
С в мин), соли (рост 

на 1,5 М NaCl агаре) или уксусной кислоте (рост на агаре с 0,4% уксусной кислоты). 

Все штаммы были устойчивы к Н2О2. Корреляционный анализ показал наличие кор-

реляции между устойчивостью к Н2О2 и к другим стрессовым факторам за исключе-

нием этанола. Был сделан вывод, что окислительный стресс в большой степени свя-
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зан с другими стрессовыми реакциями на воздействие различных факторов, а устой-

чивость к Н2О2 может быть маркером для общей оценки устойчивости штаммов к 

стрессовым воздействиям. 

Состояние окcидативного стресса развивается и при облучении среды ближним 

ультрафиолетом (УФА и УФБ диапазонов спектра). Фотокаталитические и фотохи-

мические реакции, вызываемые действием УФ с длиной волны 300–400 нм или 

ионизирующего излучения, особенно в присутствии эндогенных и экзогенных сен-

сибилизаторов (флавинов, порфиринов, хинонов, редких т-РНК оснований, гем- и 

флавинсодержащих ферментов, НАДН, аскорбиновой кислоты), вызывают радиолиз 

молекул воды в клетках, в результате чего образуются активные формы кислорода, 

свободные радикалы и перекисные соединения, поэтому такие воздействия  во мно-

гих отношениях подобны действию H2O2 [633, 930-935]. Вещества, синтезируемые 

микроорганизмами и поглощающие УФ-излучение, способствуют тем самым фото-

защите от повреждающего действия ультрафиолета. Например, в цианобактериях 

такое свойство обеспечивается пигментом сциторемином, адсорбирующим в диапа-

зоне длин волн от 280 до 450 нм, а также фикоэритином и фикоцианином. Анало-

гично, некоторые плесневые грибы и водоросли содержат производные микоспорина, 

которые имеют узкие адсорбционные полосы в УФ-диапазоне спектра 310–334 нм. 

Ионы кадмия способны индуцировать оксидативный стресс в клетках бактерий 

[936, 937]. Бактерии Klebsiella aerogenes и Clostridium thermoaceticum противостоят 

токсичному действию ультрафиолета и одновременно ионов кадмия через образова-

ние CdS на клеточной поверхности. Внеклеточные кристаллы сульфида кадмия с 

размером 5–200 нм обладают дискретными электронными состояниями, эффективно 

поглощающими радиацию в диапазоне 320–400 нм, при этом при поглощении УФ-

квантов фотозащитный слой из CdS распадается до металлического Cd и элементар-

ной серы. Период индукции фотозащиты по такому механизму составляет 4–6 ч. 

На поверхности клеток микроорганизмов и высших животных существуют од-

ни и те же рецепторы, восприимчивые к пероксиду водорода и ультрафиолету [938-

940], которые отвечают за передачу внешнего сигнала к клеточному ядру через ряд 

внутриклеточных посредников, что вызывает транскрипцию специфических генов 

ответа на воздействие УФ-излучения или H2O2 и регулирует физиологическое состо-

яние клеток. Поэтому клетки, устойчивые к УФ-излучению, обычно показывают по-

вышенную устойчивость и к H2O2. Аналогичная перекрестная адаптация наблюдает-

ся и при воздействии радиоактивного излучения. Клетки S. cerevisiae приобретают 

устойчивость к УФ-облучению в результате воздействия pH шока и оксидативного 

стресса, индуцированного воздействием H2O2 по отдельности и вместе [941]. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Singh+RK%22%5BAuthor%5D
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Ближнее УФ-облучение (до 400 Лк) делает клетки молочнокислых бактерий 

устойчивыми к тепловому, осмотическому, оксидативному и некоторым химиче-

ским видам стресса [888, 942], а для E. coli адаптация к химическому стрессу под 

действием 4-нитрохинолин-1-оксида придавала устойчивость к УФ-облучению и ан-

тибиотику – налидиксовой кислоте [943].  

Несмотря на то, что перекрестная адаптация повышает устойчивость микроор-

ганизмов к действию множественных стрессов, в то же время возможна и обратная 

ситуация, когда клетки, подверженные воздействию одного вида стресса, становятся 

менее устойчивыми к другому стрессу. Например, бактерии, подвергнутые субле-

тальному температурному шоку, осмотическому шоку и ряду других воздействий, 

гибнут на средах с повышенной концентрацией солей, совершенно не опасной для 

нормальных клеток, или на средах с поверхностно-активными соединениями, также 

в концентрациях, не влияющих на рост нормальных клеток. У L. acidophilus NCFM 

экспрессия гена и содержание БТШ GrpE, связанного с DnaK и обладающего шапе-

ронными функциями, резко снижалась (в 35 раз) при экспонировании к H2O2 [641, 

944]. Такая непредсказуемая реакция в отношении устойчивости к стрессу находится 

в противоречии с данными о приобретении устойчивости к разным видам стресса при 

перекрестной адаптации и свидетельствует о сложности системы ответов на стресс. 

Способность микроорганизмов адаптироваться к различным стрессам зависит 

от их физиологического состояния и условий роста: субстрата в питательной среде 

[945], условий аэрации [848, 946], плотности клеток в популяции [947], фазы роста 

[702, 705, 948] и других факторов. 

Рихванов и др. [945] наблюдали повышение устойчивости к тепловому шоку 

дрожжей S. cerevisiae при культивировании на этаноле по сравнению с культивиро-

ванием на сахарозе, что авторы объяснили большей активностью антиоксидантных 

систем ответа на стресс. 

В анаэробных условиях дрожжи часто намного более устойчивы к тепловому 

шоку, чем в аэробных [848]. В условиях лимитирования роста кислородом Арзума-

нян и др. [946, 949] наблюдали повышение устойчивости к высокой концентрации 

солей при переходе с аэробных условий к микроаэрофильным, при этом уровень 

NaCl, обычно оптимальный для умеренных галофилов (5–6%), становился опти-

мальным и для роста слабых галофилов (Rhodococcus erythropolis и Shewanella sp.); 

галотолерантные дрожжи Yarrowia lypolytica приобретали галофильные свойства с 

оптимумом роста при концентрации NaCl 10%, а скорость роста экстремофильных 

Halobacterium salinarum возрастала при супраоптимальных концентрациях соли 25–

34%. Авторы объясняют подобные закономерности снижением нагрузки на метабо-
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лизм со стороны АФК, образуемых в значительно меньшем количестве при дефици-

те кислорода в среде [950].  

Напротив, в случае оксидативного стресса Cabiscol et al. [902] наблюдали 

большую устойчивость клеток дрожжей-сахаромицетов, выращенных в аэробных 

условиях, что, очевидно, обусловлено индукцией антиоксидантных систем ответа в 

присутствии кислорода в среде. 

Перекрестные ответы на различные виды стресса наблюдаются у молочнокис-

лых бактерий [398, 419, 448, 918, 951]. Оксидативный стресс часто вызывает пере-

крестный ответ на другие виды стресса и наоборот, различные виды стресса активи-

зируют системы ответа на оксидативный стресс. Перекрестный ответ также наблю-

дается между холодовым и тепловым [578, 523, 542], осмотическим и тепловым 

[952] стрессами. 

Подтверждением возникновения перекрестной устойчивости к различным стрес-

сам является индукция генов, имеющих общие функции в отношении механизмов 

стресс-резистентности и находящихся под контролем регуляторных факторов [419].  

У молочнокислых бактерий основные белки, вовлеченные в почти все стрессы 

окружающей среды, относятся к семейству DnaK и GroEL и экспрессируются наряду 

с Clp мультимерным комплексом. DnaK шаперонная машина кодируется опероном 

grpE-dnaK-dnaJ, а GroEL – опероном groEL-groES [419, 918]. Транскрипционная ак-

тивность обоих шаперонов повышается не только в ответ на тепловой шок, но и на 

кислотный стресс. 

При кислотном шоке у некоторых лактобацилл повышается экспрессия белков, 

вовлеченных в метаболизм углеводов, наблюдается сверхэкспрессия белков тепло-

вого шока и других стрессорных факторов GroES, GroEL, DnaK, GrpE, Hsp1, UspA 

(universal stress protein), протеаз Clp (ClpP, ClpE, ClpL), которые помогают непра-

вильно уложенным белкам принять нужную конформационную структуру или де-

градируют их при невозможности исправления [953]. Однако у других МКБ содер-

жание этих белков существенно не меняется [479, 495, 953-955]. 

Гены, вовлеченные в репарацию ДНК, также повышают свою активность при 

кислотном стрессе, например, uvrB, uvrD1, vsr. Ген luxS показал повышенную экс-

прессию в кислотных условиях в нескольких штаммах-пробиотиках, что свидетель-

ствует о вовлечении кворум сенсинга в устойчивость к кислоте [487, 956]. Устойчи-

вость лактобацилл к повышенной кислотности важна с точки зрения их выживаемо-

сти, как пробиотиков, в желудочно-кишечном тракте и негативного действия желч-

ных кислот и солей. 

У L. casei при холодовом шоке (4
о
С) индуцируется фактор RecA, который игра-

ет существенную роль в гомологичной рекомбинации и SOS-связанной репарации 
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ДНК в ответ на ее повреждение, в обеспечении устойчивости к тепловому и оксида-

тивному стрессам [957]. У L. plantarum под действием желчных солей повышается 

экспрессия в том числе белков, участвующих в ответе на оксидативный стресс 

(GshR1 и GshR4) [953]. У Streptococcus mutants в аналогичных условиях индуциру-

ется фактор Rex, который вовлечен в ответ на оксидативный стресс [958]. Для 

штамма L. lactis показано повышение содержания глутатиона, участвующего в отве-

те на оксидативный стресс и поддержании редокс-гомеостаза в клетке, в условиях 

длительного (несколько часов) умеренного кислотного стресса (pH 4,0) и кратковре-

менного (несколько минут) кислотного стресса (pH 2,5) [959], а также при холодной 

температуре [960, 961]. 

Ответ на желчь включает повышение экспрессии молекулярных шаперонов 

(DnaK, GroES, GroEL, HSP20), протеаз (Clps, DegQ), ДНК-репарирующих белков 

(геликазы) и F1F0-АТФазы. Также индуцируются гены, специфические при ответе на 

желчные соли [494, 953, 962]. У L. plantarum при действии желчных кислот показана 

индукция транскрипционного регулятора ответа на стресс CtsR. Этот регулятор кон-

тролирует экспрессию ClpP в ответ на различные абиотические стрессорные условия 

[551, 552]. Также в присутствии желчи экспрессируется NAD-киназа, которая играет 

критическую роль в поддержании баланса NAD:NADP [963], повышается актив-

ность лактатдегидрогеназы [964]. Экспорт желчных солей из клетки – еще один ме-

ханизм противодействия их токсичности.  

У L. plantarum 423 на богатой глюкозой среде при кислотном стрессе (pH 2,5) 

Heunis et al. [494] наблюдали увеличение синтеза белков ответа на общий стресс, 

включая Hsp1 и Hsp3, шаперонины DnaK, GrpE, GroEL, GroES, белок UspAs, а также 

некоторые другие с неидентифицированными функциями. Наблюдался существен-

ный ответ на оксидативный стресс с повышением экспрессии глутатионредуктаз 

(GshR2 и 4), глутатиопероксидазы (Gpo), метионинсульфоксидредуктазы (MsrA2), 

тиолпероксидазы (Tpx). У L. lactis MG1363 при кислотном стресс также наблюда-

лось образование АФК, повышалась экспрессия супероксиддисмутазы (SodA), ал-

килгидропероксидредуктазы (AhpC) и тиолпероксидазы (Tpx).  

БТШ могут быть вовлечены в прикрепление клеток к клеткам организма-

хозяина и друг к другу [965, 966], в преодоление стрессовых воздействий и стабили-

зацию рекомбинантных клеток с внедренными плазмидами, которые, как известно, 

привносят дополнительную метаболическую нагрузку и вызывают клеточный 

стресс. Внедрение оперона groESL штамма Lactobacillus paracasei NFBC 338 в 2 

плазмиды, содержащие системы экспрессии, индуцируемые низином, с последую-

щим переносом вектора в штаммы Lactococcus lactis и L. paracasei, привело к синте-

зу GroEL в штаммах после индукции низином и повышению их устойчивости к теп-
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ловому шоку, солевому стрессу (5 М NaCl, 1 час) и действию бутанола (0,5% об) 

[521]. При гетерологической экспрессии dnaK из E. coli в L. lactis у последнего по-

вышалась устойчивость к кислотному, солевому и этанольному стрессам [967].  

Возможна и обратная ситуация, при которой адаптация к специфическим 

стрессам, таким как УФ-радиация, голодание приводит к повышению множествен-

ной устойчивости клеток к тепловому шоку [358, 386, 427, 479, 498, 607, 887, 915, 

968, 969].  

Экспрессия белков теплового шока наблюдалась при кислотном стрессе, облу-

чении ультрафиолетом и обработке пероксидом водорода [498, 887, 970]. К анало-

гичному повышению стрессоустойчивости приводит и нахождение клеток МКБ в 

стационарной фазе [489, 971]. Глюкозное голодание увеличивало устойчивость к 

тепловому, осмотическому, кислотному стрессам [386, 968].  

При стрессовом воздействии NaCl на Lactobacillus bulgaricus наблюдали повы-

шенную экспрессию фактора элонгации G (EF-G) и молекулярного шаперона GroEL 

[972, 973].  

Перекрестный ответ между голоданием и оксидативным стрессом наблюдался 

у разных бактерий [974, 975]. Так, было показано, что у бактерий L. plantarum 

WCFS1 увеличивается активность каталазы в течение стационарной фазы, что по-

вышает их устойчивость к возможному оксидативному стрессу и сопровождается 

снижением окисления липидов [976]. Эти результаты подтверждают данные Parente 

et al. [977] о более высокой устойчивости к тепловому шоку и оксидативному стрес-

су клеток в стационарной фазе по сравнению с экспоненциальной и аналогично, но 

менее выражено – по отношению к голоданию и кислотному стрессу. Это объясня-

ется включением многих механизмов устойчивости к стрессу при замедлении актив-

ного роста. Однако для некоторых штаммов эффект ростовой фазы не проявлялся. 

Аналогичная закономерность для разных фаз роста наблюдалась в работе De Angelis 

et al. [969]. В другой же работе [978] наблюдалась обратная зависимость с более вы-

сокой устойчивостью термофильных стрептококков к тепловому шоку в экспонен-

циальной фазе роста по сравнению со стационарной. Корреляция между видовой 

принадлежностью и стрессоустойчивостью, в целом, не прослеживалась. Авторы 

делают вывод о более вероятном влиянии экологической ниши, из которой выделен 

штамм, на его стрессоустойчивость. 

Zotta et al. [640, 674, 684] исследовали эффект температуры и дыхания на рост и 

ответ на стресс (тепло, оксидативное действие, замораживание, замораживание-

высушивание) у L. plantarum C17 в ходе периодического культивирования. В целом, 

клетки, которые росли в экспоненциальной фазе в условиях дыхания, показали по-

вышенную толерантность к тепловому и оксидативному стрессам, замораживанию 
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по сравнению с клетками, полученными в условиях анаэробиоза. Результаты под-

твердили данные Watanabe et al. [751, 979], Li et al., [980], а также Rezaiki et al. [981] 

для других лактобацилл и показали, что у L. plantarum индукция респираторного ме-

таболизма позитивно воздействует на выживание при оксидативном стрессе, что 

связывают со способностью L. plantarum синтезировать Mn-зависимую псевдоката-

лазу и гем-зависимую каталазу [982].  

В аэробных условиях культивирования молочнокислых бактерий в периодиче-

ском режиме концентрация H2O2 существенно повышается по сравнению с отсут-

ствием аэрации [983]. У L. delbrueckii subsp. bulgaricus аэрация не изменяет макси-

мальную скорость роста, но заметно снижает накопление биомассы и молочной кис-

лоты [983]. Напротив, у членов групп L. plantarum и L. casei в аэробных условиях 

культивирования фенотипов с активным дыханием повышается выход биомассы без 

увеличения скорости роста и снижается выход молочной кислоты по сравнению с 

анаэробным культивированием [743, 748, 751, 980, 984-986]. Однако если дыхатель-

ный путь не активирован, присутствие кислорода и/или накопление побочных про-

дуктов реакции с кислородом обычно приводит к угнетению роста [981]. Рост в 

условиях дыхания повышает устойчивость к оксидативному стрессу. Синтез и по-

вышение активности ферментов антиоксидантного ответа в условиях дыхания спо-

собствует большей выживаемости при экспонировании к H2O2, генераторам супе-

роксида (например, пирогаллолу и менадиону) и гидроксильным радикалам [640, 

684, 749, 751, 985-987]. 80% мутантов дикого типа высокотолерантного к стрессу и 

способного к сдвигу в сторону аэробного/респираторного метаболизма штамма L. 

plantarum C17, полученных в анаэробных условиях, и 100% мутантов того же штам-

ма, полученных в аэробных условиях, смогли расти лучше, чем исходный дикий тип 

как в анаэробных, так и в аэробных условиях и, как правило, имели более высокую 

выживаемость при оксидативном стрессе [640, 684, 749]. 

Повышение толерантности к тепловому, оксидативному и холодовому стрессу 

наблюдалось для аэробно выращенных клеток L. delbrueckii [980], для L. casei и L. 

rhamnosus, у которых компоненты системы ответа на тепловой шок регулируются 

множественными стрессами, протекающими до воздействия теплового шока: замо-

раживанием-высушиванием, высокой кислотностью, желчными солями, присутстви-

ем p-кумариновой кислоты, стационарной фазой роста, при которой бактериальные 

клетки экспонируются к высокой кислотности и исчерпанию питательных веществ 

[451, 494a, 555, 765, 962, 988]. С другой стороны, клетки, отобранные в стационар-

ной фазе роста в аэробных условиях, не всегда показывали повышение устойчивости 

к тепловому стрессу, замораживанию и замораживанию-высушиванию [640, 743, 

749]. То есть найденные различия не универсальны и зависят от штамма. 
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Углеводное голодание, дефицит азота и фосфора в среде вызывает множе-

ственный ответ у МКБ и развитие перекрестного ответа на тепловой или этанольный 

шок, кислотный, осмотический, оксидативный стрессы, замораживание [386, 989, 

990]. Однако перекрестный ответ развивается не во всех случаях и зависит от вида 

МКБ, их физиологического состояния. Важную роль в ответе на голодание играют 

белки общего ответа на стресс (GSP, general stress proteins). 

В исследованиях с хемостатом в аэробных условиях и при низком протоке сре-

ды выживаемость штамма L. plantarum C17 повышалась; одновременно повышалась 

активность каталазы и потребление кислорода [640, 749]. Условия медленного роста 

или исчерпания питания ведут к стационарной фазе, которые улучшают общий от-

вет на стресс, индуцируют механизмы перекрестной защиты [489].  

Исследование роста в условиях ретентостата (хемостат с рециклом клеток) и 

математическое моделирование показали связь между скоростью роста и устойчиво-

стью к стрессу [991, 992]. При скорости роста, близкой к нулю, метаболизм пере-

страивается на экспрессию генов и соответствующий синтез белков, поддерживаю-

щих сохранение физиологической активности клеток в этих условиях. При других 

условиях могут наблюдаться другие изменения в зависимости от вида МКБ, условий 

роста и других факторов [993].  

Лактобациллы (L. casei и L. plantarum) лучше справляются с оксидативным 

стрессом, если в питательной среде присутствуют ненасыщенные жирные кислоты, 

аминокислоты L-аспарагин, L-пролин и L-серин [640, 749]. Выживаемость также 

резко повышается при внесении защитных веществ: аргинина, аспарагиновой кисло-

ты, гистидина, глутатиона, глюкозы, твин 80, цитрата [409, 994]. Также на выжива-

ние и рост в аэробных и окислительных условиях влияет температура. Так, при 35°С 

аэробные условия не оказывают влияние на скорость роста, однако устраняют лаг-

фазу; в то же время при 25°С удлиняется фаза адаптации [640, 749].  

В обзоре De Angelis et al. [419] обобщены сведения об участии экспрессируе-

мых белков лактобацилл в ответ на различные виды стресса. Сравнительные тран-

скриптомные и протеомные исследования показали, что штаммы Lactobacillus в от-

вет на стресс изменяют активность или синтезируют набор белков: 1) БТШ, вклю-

чающие шапероны семейства DnaK с молекулярной массой 70 кД, и шаперонин 

GroEL (60 кД); 2) Clp протеазный комплекс, состоящий из ClpP пептидазной субъ-

единицы и Clp ATФазной субъединицы; 3) семейство белков холодового шока; 4) 

белки кислотного шока; 5) белки репарации ДНК; 6) общие/универсальные стрес-

сорные белки; 7) транспортной системы; 8) протонной помпы.  

Palud et al. [905] провели масштабный скрининг 1287 транспозонных мутантов 

L. paracasei на устойчивость к умеренному стрессу температурой (52 
о
С, 30 мин), 
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этанолом (170 г/л, 30 мин), солью (0,8 NaCl, 24 ч), кислотностью (pH 4,5, 24 ч), пе-

роксидом водорода (2 mM H2O2, 24 ч), по результатам которого было выявлено 63 

гена/промотора для теплового шока, 27 – для этанольного. Их разрушение вело к 

повышению чувствительности штаммов к стрессу. Среди них 14 генов или предпо-

лагаемых промоторов были общими для обоих стрессов. Для солевого, кислотного и 

оксидативного стрессов были идентифицированы соответственно 8, 6 и 9 генов или 

предполагаемых промоторов как существенные для адаптации к этим неблагоприят-

ным условиям, с только тремя генами, общими по крайней мере для двух стрессов. 

Последующий RT-qPCR анализ 25 идентифицированных генов ответа на стресс вы-

явил 11 генов с повышающейся экспрессией в ходе адаптации по меньшей мере к 

двум стрессам. 7 генов, кодирующих функции мембран, повысили экспрессию в от-

вет на специфические стрессы. Среди генов в множественный ответ были вовлечены 

шаперон dnaK, ген фосфоглюкозоизомеразы, экспрессирующися в ответ на повыше-

ние температуры, этанол и оксидативный стресс, а также присутствие марганца.  

Широко распространена перекрестная адаптация к биоцидам и антибиотикам 

[799, 995]. Так, адаптация L. pentosus MP-10 к биоцидам индуцировала физиологиче-

ские модификации, частично подобные при воздействии антибиотиков, а также по-

высила устойчивость к кислотному стрессу и действию желчных кислот [995]. Это 

объясняется взаимодействием антибиотиков с липидами мембран и белками, что 

индуцирует повышенную экспресию белков стресс-ответа, таких как NADH-

пероксидазы Npx и низкомолекулярных БТШ.  

Наличие плазмид устойчивости, транспозонов, IS-элементов, (про)фагов и дру-

гих мобильных элементов к определенным стрессам, включающих гены транспорте-

ров металлов, устойчивости к Cu
2+

, фаговой резистентности, HSPs, sHSPs, антибиоти-

корезистентности, внедряющих дополнительные гены или (ин)активирующих суще-

ствующие гены, расширяет возможности ответа на стресс у микроорганизмов [448]. 

В обзоре Wu et al. [409] обсуждаются результаты работ с различными подхода-

ми к созданию кислотоустойчивых штаммов методами метаболической инженерии: 

регуляция внутриклеточного метаболизма аминокислот (система аргининдезамина-

зы, внутриклеточное накопление аспартата, синтеза разветвленных аминокислот: 

лейцина, изолейцина, валина и др.), регуляция синтеза глутатиона, накопление тре-

галозы, накопление бетаина, гетерологическая экспрессия dnaK из E.coli, shsp гена 

из Streptococcus thermophilius, RecO гена из Lactobacillus casei, повышение синтеза 

мононенасыщенных и разветвленных жирных кислот. Внедрение генов СОД и ката-

лазы повышает устойчивость штаммов лактобацилл к хранению на холоду. Cверх-

продукция RecO в L. lactis привела к повышению толерантности к кислотному 

стрессу и NaCl [409, 486]. Большинство из этих подходов повысили устойчивость не 
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только к кислотному стрессу, но и к тепловому и холодовому шокам, осмотическому 

шоку, этанолу, желчным солям, H2O2.  

 

2.4.6. Регуляторные функции пероксида водорода и других АФК 

 

Из анализа данных литературы, представленных в предыдущих подразделах, 

следует, что АФК являются важными участниками внутриклеточных процессов и 

передачи регуляторных сигналов в прокариотических и эукариотических клетках. 

Выполняя функции окислителя, кофактора и регулятора метаболизма, АФК поддер-

живают оптимальный окислительно-восстановительный баланс, необходимый для 

нормального функционирования клеток, и который во многом определяется соот-

ношением свободных радикалов, других форм АФК [996]. 

Надо отметить, что 10–20 лет назад в литературе присутствовали сомнения о 

наличии сигнальных функций у H2O2 и других АФК, их участии как мессенджеров в 

регуляции внутриклеточных процессов. Однако к настоящему времени накоплено 

множество доказательств, что редокс регуляция может происходить с участием АФК 

на разных уровнях в сигнальных путях от рецепторов до ядра, от одиночных клеток 

до их популяций и агрегатов [330, 331, 342, 343, 348, 440, 830, 997-1010]. АФК спо-

собны играть роль вторичных мессенжеров в клетках бактерий, животных и расте-

ний, т.е. опосредовать действие внешних факторов на экспрессию генов [359, 590]. 

Как медиаторы экспрессии генов АФК модулируют активность факторов тран-

скрипции, стимулируют накопление в клетке вторых посредников – циклических 

нуклеотидов cAMP и cGMP, изменяют редокс-состояние среды в клеточных орга-

неллах, участвуют в гормональной регуляции [348, 1009, 1011, 1012] и в других 

процессах, которые были кратко отмечены в предыдущих подразделах. 

Особое внимание уделяется роли пероксида водорода как мессенджера в пере-

даче внутриклеточных сигналов как в оптимальных, так и в стрессовых физиологи-

ческих условиях [348, 587, 903, 1002, 1003, 1005, 1010, 1013, 1014]. По сравнению с 

другими АФК H2O2 – небольшая, относительно стабильная и в то же время реакци-

онноактивная, легко диффундируемая в воде и через мембраны молекула, которая 

может быстро синтезироваться и разрушаться каталитическими и антиоксидантны-

ми системами в ответ на внешние стимулы. H2O2 сама по себе не обладает мутаген-

ным действием, но в определенных условиях может его проявить – в присутствии 

ионов металлов (Fe
2+

, Mn
2+

) вследствие образования гидроксильных радикалов, или 

в сочетании с аминокислотами, формальдегидом или ацетоном вследтвие образова-

ния перекисных соединений [586, 1015]. Несмотря на низкую специфичность, как 

таковая она имеет необходимые свойства для выполнения роли как внутриклеточно-
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го, так и межклеточного мессенджера [1005, 1014, 1016]. Например, H2O2 легко реа-

гирует с тиолат-анионом (-S
-
) с образованием остатка сульфеновой кислоты (-SOH), 

который при нейтральных физиологических pH ионизируется с образованием суль-

фената (-SO
-
). Этот интермедиат может быть легко восстановлен, что делает реак-

цию обратимой и подходящей для выполнения сигнальных функций [1005]. Други-

ми участниками передачи сигнала под действием H2O2 рассматриваются белки пе-

роксиредоксины [1014]. 

Внутриклеточный H2O2 в низких концентрациях вызывает перераспределение 

потоков конструктивного и энергетического обмена, влияет на транспорт ионов 

Ca
2+

, переключает генетическую программу, связанную с ростом клеток, индуцирует 

системы ответа на различные стрессы [343, 348, 811, 914], а также апоптоз [1000, 

1009, 1017]. Биологический регуляторный эффект экзогенного H2O2 в концентрации 

1–3 мМ наблюдался во многих исследованиях. 

В клеточных культурах и тканях млекопитающих и растений H2O2 действует 

как сигнальная молекула в передаче сигнала, регуляции клеточного роста и диффе-

ренцировке [1010, 1018-1023] и во многих эукариотических сигнальных путях, чув-

ствительных к редокс- состоянию, подверженному воздействию АФК. В ответе на 

действие H2O2 участвуют ростовые факторы, митоген активируемая протеинкиназа 

и регулятор p53, выполняющий центральную роль в регуляции клеточного цикла, 

митоза и апоптоза [1009, 1023, 1024]. 

Таким образом, несмотря на все еще встречающиеся в литературе критические 

мнения о наличии как таковых сигнальных функций у H2O2 и других АФК, в целом 

к настоящему времени сложилось научно и экспериментально обоснованное пред-

ставление об их важной роли в регуляции метаболизма и передаче сигналов внутри 

клетки. Результат действия сигнальных доз H2O2 будет определяться окислительно-

восстановительными условиями во внутриклеточной и внеклеточной среде и физио-

логической активностью клеток. Это, в частности, создает основу для постановки 

задачи использования данных особенностей в управляемом культивировании мик-

роорганизмов. 

 

2.5. Системы репарации при повреждении ДНК 

 

Такие АФК, как OH-радикал, супероксид-анион, синглетный кислород, способ-

ны повреждать ДНК и повышать частоту мутаций [300]. Повреждение ДНК вызы-

вают и перекиси органических кислот, образующиеся при воздействии пероксида 

водорода [1015], а также ультрафиолетового излучения, во многих отношениях схо-

жего с действием АФК. Особенно сильное повреждающее, прямое мутагенное дей-
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ствие оказывает жесткий ультрафиолет УФС-диапазона 250–270 нм, в котором ДНК 

наиболее интенсивно поглощает кванты УФ-излучения [1025, 1026]. Воздействие 

жесткого ультрафиолета вызывает образование в ДНК циклобутильных пиримиди-

новых димеров, (6-4) фотопродуктов и т.д. Белки наиболее интенсивно поглощают 

УФ–излучение в диапазоне 270–290 нм. Поглощение обусловлено ароматическими 

группами триптофана, тирозина, фенилаланина и гистидина. Некоторые пигменты и 

липиды также интенсивно поглощают УФ-излучение. Денатурация различных мак-

ромолекул, особенно белков, инициированная воздействием ультрафиолета, приво-

дит к соответствующей потере их структуры и функций, что ведет к гибели клетки.  

Пребывание клеток в таких условиях приводит не только к развитию состояния 

оксидативного стресса, но и к активации систем, устраняющих или исправляющих 

повреждения ДНК в клетках, т.е. репарации. Одновременно повышенная частота 

мутаций приводит к ускорению адаптивной эволюции популяций микроорганизмов 

в условиях оксидативного стресса.  

К настоящему времени выявлено более десятка различных систем, в той или 

иной степени имеющих отношение к репарации. К наиболее изученным относятся 

система адаптивного ответа, эксцизионная репарация, SOS-система, рекомбинаци-

онная (пострепликативная) репарация, фотореактивация (фоторепарация) с участием 

фермента фотолиазы [1027, 1028].  

Система адаптивного ответа клетки – индуцибельная антимутагенная систе-

ма репарации. Ее функционирование приводит к резкому снижению (до 100 раз) ча-

стоты мутаций при повторном действии мутагена, хотя на количество первичных 

нарушений ДНК система не влияет. Более интенсивно начинают работать системы 

репарации. Время функционирования этой системы  4 час после первого воздей-

ствия мутагена. Индукция системы происходит при концентрациях мутагенов в 10–

100 раз меньших, чем необходимо для проявления их мутагенного действия. УФ-

облучение не индуцирует работу этой системы. 

Облучение и мутагены в низких дозах вызывают снижение частоты мутаций 

при последующих воздействиях. Облучение в дозе 12,5–50 рад в состоянии проявить 

защитный эффект в отношении последующего массированного облучения в дозах 

порядка 10
3
 рад. Частота мутаций у Е. coli возрастает эффективно лишь в первый 

момент инкубации в присутствии мутагена нитрозогуанидина. По мере инкубации 

частота мутаций падает, причем после индукции этой антимутагенной функции 

клетки становятся устойчивыми к нитрозогуанидину в концентрации в 100 раз выше 

первоначальной. При удалении нитрозогуанидина из культуральной среды через че-

тыре часа индуцибельная антимутагенная функция полностью исчезает. 
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Эксцизионная репарация состоит в удалении поврежденного участка ДНК одной 

цепи и восстановлении нормальной последовательности оснований по матрице осно-

ваний на комплементарной цепи и относится к наиболее важным механизмам репара-

ции ДНК во всех тестированных видах организмов [1027, 1029-1032]. Она репарирует, 

по-существу, все повреждения ДНК и, таким образом, в дополнение к главным функ-

циям, играет дублирующую роль в других системах репарации. Среди наиболее ха-

рактерных повреждений такие, которые индуцированы АФК и ионизирующей радиа-

цией: фрагментированные пурины, пиримидиновые гидраты и гликоли, участки с по-

терей оснований (апуриновые/апиримидиновые участки – АР-участки) и одиночные 

или двойные разрывы нитей. УФ-индуцированные повреждения включают циклобу-

танпиримидиновые димеры (Pyr<>Pyr, CPDs), (6-4) дипиримидиновые димеры (6-4 

PPs) и их изомеры и в меньшей степени дипуриновые аддукты. 

Эксцизионная репарация может сопровождаться удалением модифицирован-

ных оснований как оснований (эксцизионная репарация оснований) или как нуклео-

тидов – обычно в виде олигонуклеотида (нуклеотидная эксцизионная репарация) 

[1025, 1027, 1029, 1033]. Для первого механизма характерна высокая специфичность 

при низких затратах энергии. Репарационная «заплатка» обычно включает 1 нуклео-

тид, за исключением случая, когда она образуется путем удаления Pyr<>Pyr комби-

нацией эксцизии основания и эксцизии нуклеотида, составляющие 4 нуклеотида. 

Ограничение, обусловленное высокой специфичностью узнавания, частично ком-

пенсируется экономией энергии на репарацию, поскольку независимо от ATP и 

включает замещение единственного нуклеотида. Во втором случае нуклеотидная 

эксцизионная репарация осуществляется непосредственно эндонуклеазой, которая 

узнает нарушения. Используется один и тот же набор белков для удаления фактиче-

ски всех ДНК повреждений, включая большинство, если не все из тех, удаляемых с 

помощью эксцизии оснований. Аддукты удаляются в виде олигонуклеотидов, и ре-

парационная заплата намного превышает таковую для эксцизии оснований. Нуклео-

тидная эксцизия является энергетически затратным механизмом репарации. Однако 

эти затраты компенсируются отсутствием специфичности нуклеотидной эксцизии. 

Таким образом, вместо синтеза фермента, специфичного для каждого бесконечного 

числа возможных повреждений, клетка обладает одной ферментной системой, кото-

рая чинит все эти повреждения, хотя и до некоторой степени расточительным путем. 

Из всех систем репарации нуклеотидная эксцизионная репарация наиболее важна 

для выживания. В целом, репарация повреждений в активных генах протекает более 

интенсивно и эффективно, что обусловлено увеличенной эффективностью репара-

ции транскрибируемых цепей. 



109 

Рекомбинационная (пострепликативная) репарация, т.е. репарация, включаю-

щая рекомбинацию, у Е. coli представлена двумя типами. Во-первых, это репарация, 

при которой заполняется пробел в последовательности оснований во вновь синтези-

рованной цепи на месте поврежденного участка. Этот процесс определяется, по 

крайней мере, четырьмя генами. Во-вторых, существует процесс связанного с ре-

пликацией восстановления двунитевых разрывов в ДНК, возникающих под действи-

ем УФ, ионизирующей радиации, митомицина, тоже определяемый активностью не-

скольких генов [1025]. 

Четвертый механизм связан с работой систем восстановления повреждений 

клеточных структур – SOS-ответа. К системе SOS-ответа относится система репа-

рации ДНК и система шаперонов. У E. coli весь процесс SOS-ответа занимает 1 час. 

Всего же время функционирования этой системы составляет, как и для системы 

адаптивного ответа, около 4 часов после первого воздействия мутагена, и индукция 

системы происходит при концентрациях мутагенов в 10–100 раз меньших, чем необ-

ходимо для проявления их мутагенного действия [862]. 

Наличие SOS-системы обнаружено у различных представителей семейства 

Enterobacteriaccae, у Streptococcus faecalis, Bacillus subtulis. У последней при SOS-

ответе, кроме всего прочего, развивается компетентное состояние клеток, т. е. они 

приобретают способность воспринимать экзогенную ДНК в процессе генетической 

трансформации. 

Система SOS-ответа включается при грубых повреждениях в структуре ДНК 

или в системах ее репликации в результате действия ультрафиолета или химических 

мутагенов, когда возникает опасность экспонирования одиночной нити ДНК 

(ssDNA, single-stranded DNA) [448]. 

SOS-регулон включает около 20 генов, которые индуцируются в ответ на неко-

торые повреждения ДНК и образуют продукты, участвующие в ее репарации [445]. 

В состав SOS-системы входит ген lexA, продуктом которого является белок LexA – 

репрессор ряда генов, и ген recA, кодирующий белок RecA [915, 1034, 1035]. Пере-

ключение ответа регулируется согласованным действием репрессора LexA и актива-

тора RecA, приводя к индукции экспрессии белков, вовлеченных в ДНК репарацию 

[1034-1036]. Ген lexА авторегулируемый, т.е. репрессируется собственным продук-

том путем связывания LexA репрессорного белка с операторными сайтами в промо-

торном регионе SOS генов. Это обеспечивает постоянство концентрации белка LexA 

в процессе размножения бактерий. Белок RecA участвует в ряде клеточных процес-

сов (в рекомбинации, расщеплении АТР). Активированный сигналом – индуктором 

SOS-системы, он приобретает свойства протеазы и инактивирует репрессорный бе-

лок LexA. 80% LexA-белка разрушается за три минуты после УФ-облучения. В ре-
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зультате разрушения белка LexA снимается репрессия с генов, участвующих в репа-

рации, в ингибировании деления клеток, наблюдаемом при SOS-ответе, в изменении 

состава белков внешней мембраны, а также в повышении частоты мутаций (индуци-

рованный мутагенез). В данном случае задачей систем репарации является стабили-

зация однонитевой ДНК и синтез цепи с проскоком дефектных нуклеотидов. В слу-

чае серьезного повреждения ДНК высокоточная ДНК-полимераза не может осу-

ществлять репликацию через ДНК-повреждения и замещается менее точной ДНК-

полимеразой. Последнюю функцию выполняют мутазы. Мутазы имеют низкую точ-

ность и могут копировать поврежденную ДНК. При работе таких полимераз частота 

мутаций увеличивается примерно в 100 раз, вследствие чего возрастает число оши-

бок в синтезируемой ДНК. Этот процесс, названный синтезом через повреждения, 

осуществляется главным образом SOS-индуцированной склонной к ошибкам поли-

меразой семейства Y (Pol IV и Pol V) или семейства C (DnaE) [1037]. При резком 

увеличении повреждений ДНК система мисметч репарации перестает справляться с 

ними, возникают клетки с резко выраженным гипермутабельным фенотипом [418, 

632, 1038]. 

Биологическое значение SOS-репарации заключается в том, что она позволяет 

реплицировать ДНК с повреждениями, не устраненными другими системами репа-

рации. Разумеется, в этом случае в дочерней нити появляется довольно много оши-

бок, мутаций. В результате SOS-репарации клетка спасается от гибели на этом этапе: 

ее ДНК оказывается удвоенной, хотя и с ошибками, и теперь может произойти кле-

точное деление. Летальные же мутации вызовут гибель клетки, но в целом часть по-

пуляции останется жизнеспособной. Именно поэтому индуцированный мутагенез 

имеет приспособительное значение – могут появиться мутанты, более приспособ-

ленные к условиям, которые вызывают SOS-ответ. 

В процессе SOS-oтвета можно выделить три фазы. Первая характеризуется по-

давлением синтеза ДНК и ее частичной деградацией в ответ на образование белка 

Rec А. Во вторую фазу синтез ДНК протекает с нормальной скоростью, но вновь 

синтезируемая ДНК содержит пробелы, которые восстанавливаются в процессе 

пострепликативной или рекомбинационной репарации.  

При переходе к третьей фазе SOS-ответа в клетках начинается нормальный 

синтез ДНК, завершаются процессы репарации ДНК. Клетки переходят к нормаль-

ному росту.  

SOS-система не связана непосредственно с системой адаптивного ответа; эти 

системы индуцируются различными воздействиями. Так, у E. coli УФ-облучение вы-

зывает SOS-ответ, но не адаптивный ответ. Напротив, у S. typhimurium воздействие 
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УФА индуцирует и SOS-ответ, и систему адаптивного ответа на окислительный 

стресс [1039]. 

Фотореактивация (фоторепарация) является наиболее важным и распростра-

ненным механизмом прямой репарации, протекающей у организмов, подвергаю-

щихся воздействию солнечного света: вирусов, микроорганизмов, растений и жи-

вотных за исключением плацентарных млекопитающих и человека [1040-1062]. Фо-

тореактивация наблюдается при освещении клеток видимым или ближним УФ-

светом и состоит в разрезании димеров, образующихся из пиримидиновых остатков 

тимина в ДНК, а также димеров в РНК и, таким образом, устраняет вредные эффек-

ты УФА (320-400 нм) и УФВ (280-320 нм) радиации. Процесс фотореактивации свя-

зан с действием одиночного фермента фотолиазы (EC 4.1.99.3, фотореактивирующе-

го фермента, PRE), являющегося флавопротеином и кодируемого геном phr. Отли-

чительная черта фотолиаз – высокий квантовый выход реакции при поглощении 

света и их крайне низкие концентрации во всех организмах, обладающих ими (около 

10–20 молекул на клетку в E. coli), поэтому, в частности, в стрессированных клетках 

и организмах, когда наблюдается экспрессия фотолиазы и механизм фоторепарации, 

физиологические изменения могут проявляться уже при уровнях освещенности объ-

екта, существенно более низких, чем при фотосинтезе. Эта особенность позволяет 

объяснить сигнальные функции и чувствительность к низким дозам света, наблюда-

емые в экспериментах. Так, ген фотолиазы плесени Trichoderma индуцируется уже 

после кратковременного импульса синего света или при освещении синим светом с 

интенсивностью всего 20 мкМ/м
2
 [1063]. 

Выделяют 2 класса фотолиаз [1045, 1063, 1064, 1065]: класс I или микробные 

CPD фотолиазы и класс II или CPD фотолиазы высших эукариот. CPD-фотолиазы ре-

парируют cis-syn циклобутановые пиримидиновые димеры Pyr<>Pyr. В зависимости 

от вида светоулавливающего пигмента фотолиазы подразделяются на 2 типа: тип I 

(MTHF тип) и тип II (8-гидрокси-5-деазафлавин тип). Гены CPD фотолиазы принад-

лежат к семейству, которое помимо CPD фотолиаз также включает (6-4) фотолиазы и 

рецепторы синего света. 6-4-фотолиазы репарируют пиримидин-пиримидоновые (6-4) 

фотопродукты (6-4 PPs) [1047, 1057, 1062]. У плесневых грибов рецепторы синего 

света участвуют в фотоморфогенезе, у растений – в регуляции прорастания семян, в 

ингибировании удлинения гипокотиля, в фототропизме [1063].  

В дрожжах в фоторепарацию вовлечены два гена phr1 и phr2; phr1 кодирует 

фотолиазу, а phr2 – регуляторный белок для гена phr1 [1066]. Несмотря на крайне 

малое количество фермента, присутствующего во всех фоторепарирующих организ-

мах, ген, кодирующий фотолиазу (у E. coli ген phr), был клонирован из многих орга-
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низмов и сиквенирован, и фермент был сверхпродуцирован в количествах, позво-

ливших его очистку в объеме несколько сот мг чистой фотолиазы. 

CPD фотолиаза способна узнавать специфичные димерные повреждения цик-

лобутанового типа, обращая эти димеры в их составляющие пиримидины с помо-

щью видимого или ближнего УФ-света. Действуя как типичный фермент с кинети-

кой Михаэлиса-Ментен, она связывается с пиримидиновыми димерами (Pyr<>Pyr) в 

ДНК, а также в РНК: 

             h 

PRE + Pyr<>Pyr ↔ PRE•Pyr<>Pyr → PRE + 2 Pyr , 

где PRE – фотореактивируемый фермент. 

При этом специфическое связывание фермента с субстратом светонезависимо, 

а второй шаг зависит от света. Активация фермент-субстратного комплекса светом 

длиной волны 300–600 нм приводит к мономеризации димеров. 

В E. coli и дрожжевых клетках фотолиаза циклобутанпиримидиновых димеров 

может непосредственно выщеплять УФ-индуцируемые пиримидиновые димеры, ис-

пользуя энергию видимого света [1046].  

Несмотря на то, что в фотолиазе выявлен участок, сам служащий светочувстви-

тельным центром и способный адсорбировать фотоны в синей части спектра [1027], 

основные светочувствительные свойства обусловлены кофакторами, адсорбирую-

щими свет.  

Фотолиазы из различных организмов содержат два нековалентно связанных 

кофактора; один из них полностью восстановленный флавинадениндинуклеотид 

(FADH
–
). Другой, известный как второй хромофор, представляет собой или метени-

лтетрагидрофолат (MTHF, птерин), или 8-гидроксидеазафлавин (8-HDF, 7,8-

дидеметил-8-гидрокси-5-деазарибофлавин) [1049, 1053, 1057, 1067]. Второй хромо-

фор в фотолиазе – молекула, улавливающая свет, которая поглощает по большей ча-

сти в ближнем УФ и видимом свете (300–500 нм) с высоким коэффициентом экс-

тинции. Второй хромофор затем переносит свою энергию возбуждения на FADH
–
. 

Затем фотовозбужденный FADH
–
 переносит электрон на Pyr<>Pyr, генерируя ди-

мерный анион-радикал (Pyr<>Pyr
●–

) и нейтральный флавиновый радикал (FADH
●
). 

Pyr<>Pyr
●–

 очень нестабилен и претерпевает спонтанное расщепление, сопровожда-

емое обратным переносом электрона на FADH
●
. В дополнение к главному каталити-

ческому кофактору FADH
–
, Trp (Trp277 в E. coli) в апофотолиазе, независимом от 

других хромофоров, также функционирует как сенсибилизатор для репарации 

Pyr<>Pyr путем прямого переноса электрона. 

Спектр действия фотореактивации, подобно спектру адсорбции, по большей 

части определяется MTHF или 8-HDF хромофорами, в зависимости от типа фотоли-
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азы. Фотолиаза типа 8-HDF, содержащая 8-гидрокси-5-деазафлавиновый хромофор, 

наиболее активна в видимой области спектра 435–445 нм, в то время как MTHF-тип 

фотолиазы, с 5,10-метенилтетрагидрофолатовым хромофором, имеет максимум ак-

тивности в ближнем УФ-диапазоне спектра около 380 нм. 

Функционируя в фотолиазах как светоулавливающие молекулы, кофакторы 

MTHF и 8-HDF дополняют светоулавливающую способность FADH
–
 путем поглоще-

ния в регионах ближнего УФ и видимого света, где FADH
–
 поглощает очень слабо. 

Не наблюдается никакой корреляции между классами и типами фотолиаз и так-

сономическим положением организмов. Фотолиаза типа 8-HDF найдена у цианобак-

терий Anacystis nidulans, Agmenellum quadruplicatum, бактерий Streptomyces griseus, 

Halobacterium salinarum, H. cutirubrum и Methanobacterium thermoautotrophicum, зе-

леных водорослей Scenedesmus acutus, Platymonas subcordiformis, мхов Bryum 

pseudotriquetrum, мошек Smittia [1057, 1068-1072]. 

Фотолиазы MTHF-типа функционируют у бактерий E. coli, Salmonella typhi-

murium, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas syringae, дрожжей S. cerevisiae, Schiz-

osaccharomyces pombe, плесени Trichoderma harzianum, нитчатой плесени Neurospo-

ra crassa [1031, 1057, 1063, 1067, 1073-1075]. 

Для фотолиазы Neurospora, также принадлежащей к MTHF-группе, спектр дей-

ствия (макс. 395 нм) находится между классическим MTHF-типом (380) нм и 8-HDF-

типом (440 нм) фотолиаз. Это указывает, что диапазон максимума для спектра по-

глощения/действия фотолиазы MTHF должен быть расширен от 380 до, по крайней 

мере, 395 нм. Для этой области был опубликован ряд неклассифицированных спек-

тров действия, например, для фотореактивации в яйцах Drosophila и для фотолиазы 

из растения Arabidopsis thaliana [1057]. 

Индукция фотолиазы наблюдается при предоблучении клеток ультрафиолетом 

или их одновременном облучении ультрафиолетом и видимым светом. Однако она 

возможна и при освещении флуоресцирующим светом. Такое предоблучение флуо-

ресцирующим светом повышает устойчивость к УФ экспоненциально растущих кле-

ток рыб в темноте или при освещении флуоресцирующим светом [1052]. 

Фоторепарация и эксцизионная репарация взаимодействуют между собой и до-

полняют друг друга [1076-1081]. Более того, фотолиаза найдена у организмов, нико-

гда не подвергавшихся действию солнечного излучения, что предполагает наличие 

нефотореактивирующих функций у фотолиазы [1078, 1082]. В темноте фотолиаза 

стимулирует удаление УФ-повреждений в ДНК эксцизионной репарацией в дрож-

жах и E.coli [1076, 1083]. Фотолиаза, связанная с Pyr<>Pyr в ДНК, не ингибирует, но 

фактически стимулирует эксцизионную репарацию [1029]. Это возможно из-за того, 

что фотолиаза близко контактирует с 5’-нуклеотидами только в поврежденной цепи 
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ДНК и, по меньшей мере в E. coli, по отношению к местам связывания эксцизионной 

нуклеазы фотолиаза связывается на другой стороне ДНК. Этим она нацеливает бел-

ки эксцизионной репарации на специфические участки повреждений, увеличивая 

эффективность реакции репарации. Таким образом, возможно, что фотолиаза, свя-

занная с Pyr<>Pyr просто выглядит подобно одному из аддуктов для эксцизионной 

нуклеазы применительно к Pyr<>Pyr, и этим она облегчает репарацию. Поэтому свя-

зывание PRE с поврежденным участком ДНК не обязательно должно ингибировать 

связывание других репарирующих белков. 

Фоторепарация с участием фотолиазы единственная пока найденная ферментная 

репаративная реакция, в которой фактором активации служит не химическая энергия, а 

энергия видимого света. Все остальные типы репарации не требуют активации светом. 

Наряду с описанной прямой имеет место непрямая фотореактивация, наиболее 

выраженная при облучении УФА в области 340 нм. Этот эффект не связан с расщеп-

лением димеров. Нивелирование эффекта УФ-облучения в этом случае объясняется 

задержкой роста клеток микроорганизмов, в результате чего удлиняется период про-

текания репарационных процессов. Непрямая фотореактивация, таким образом, не 

связана с работой каких-либо специальных репарационных систем. 

Биологическое значение фотореактивации состоит в том, что организмы, оби-

тающие на поверхности земли, наряду с освещением видимым светом подвергаются 

вредному воздействию УФ-излучения Солнца и таких стрессов как тепловой шок, 

иссушение, осмотический стресс. Светособирающие функции MTHF и 8-HDF в фо-

толиазах и использование света мягкой области ультрафиолета или видимого диапа-

зона могут использоваться в координации с ответом на стресс, что представляется 

существенными для выживания таких организмов. У человека и неплацентарных 

млекопитающих фотолиаза не выявлена [1084]. Однако у человека выявлены рецеп-

торы-криптохромы (Cry2) и гены с высоким сходством гомологичной последова-

тельности к фоторецептору синего света, т.е. фотолиазы типа 8-HDF, которые, как 

предполагают, участвуют в поддержании циркадных ритмов [1045, 1050, 1053, 1062, 

1085-1088]. Фоторецепторы синего света и регуляторы ритмов выявлены и у других 

организмов [1063, 1089-1093]. 

Среди других репаративных систем, выявленных к настоящему времени в 

клетках человека, дрожжей и некоторых других организмов [1027]: 

- репарация О6-алкилированного гуанина, О4-алкилтимина с помощью мети-

лтрансфераз;  

- репарация однонитевых разрывов ДНК прямым воссоединением разорванных 

концов в молекуле ДНК с помощью ДНК полинуклеотидлигазы;  
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- репарация разрыва гликозидной связи между пуриновым или пиримидиновым 

основанием и сахаром (апуриновых и апиримидиновых сайтов, АП-сайтов) за счет 

прямой вставки оснований с помощью ферментов – инсертаз (от англ. insert – встав-

лять);  

- репарация неспаренных оснований для устранения ошибок спаривания во 

время репликации ДНК при включении в дочернюю цепь ДНК нуклеотидов неком-

плементарных в материнской нити (мисмэтчей); 

- репарация, протекающая с повышенной частотой ошибок [1094]. 

В ходе эволюции организмы, по-видимому, приобрели разнообразные системы 

репарации, такие как фоторепарация, эксцизионная репарация, пострепликационная 

репарация, для устранения возникших повреждений. Поскольку возникают различ-

ные повреждения, можно полагать, что множество систем репарации функциониру-

ют кооперативно.  

 

2.6. Перекрестные реакции между системами ответа на оксидативный 

стресс и репарацией 

 

Как и в случае ответа на стресс, между различными системами репарации су-

ществуют перекрестные реакции [1063, 1078, 1095]. Так, перекрестные реакции 

наблюдаются между ответом на оксидативный стресс и репарацией [1095-1098], в 

частности, в отношении действия УФ/H2O2, между репарацией и тепловым шоком 

[915], а также между фоторепарацией и ответом на тепловой шок [906, 1099, 1100]. 

Бактерии, устойчивые к ионизирующему излучению, резистентны и к УФ, и к H2O2 

[941]. При SOS-ответе действие различных стрессорных факторов синергично [884]. 

Фотолиаза, связанная с тиминовыми димерами, стимулирует эксцизионную репара-

цию [1029]. Наблюдается экспрессия синтеза фотолиазы в дрожжах и E. coli при 

действии мутагенных факторов. 

Перекрестный ответ наблюдается между репарацией и продукцией рекомби-

нантных белков [420]. Активация SOS-ответа при действии АФК, УФ-радиации, хи-

мических веществ вызывает индукцию нескольких лямблоидных лизогенов, т.е. вы-

щепление фага и литическую активацию [448]. 

Особого внимания заслуживают данные об индукции фотолиазы активными 

формами кислорода и химическими агентами, повреждающими ДНК в дополнение к 

УФ-радиации. Показано, что фотолиаза индуцируется активными формами кисло-

рода (H2O2 и др.) и химическими мутагенами. Индукция фотолиазы в клетках усили-

вается видимым светом. Обработка флуоресцирующим светом в присутствии рибо-

флавина, являющегося известным эндогенным фотосенсибилизатором, также усили-
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вала индукцию фотолиазы. Эти результаты предполагают вовлеченность оксида-

тивного стресса в индукцию фотолиазы, как и при облучении флуоресцирующим 

светом [1101, 1102, 1103].  

Фукуи и Ласковски [1102, 1103] были изучены эффекты температуры и света 

на концентрацию фотолиазы в гаплоидных клетках S. cerevisiae. NPRE в клетках, вы-

росших на свету было примерно в 2,8 раз больше, чем для выросших в темноте. NPRE 

для клеток в логарифмической фазе роста было меньше, чем для клеток в стацио-

нарной фазе роста. С учетом данных о том, что предоблучение PRE молекул in vitro 

вызывало увеличение фотореактивирующей активности, а также увеличение устой-

чивости PRE к термоинактивации при 65°С, полученные результаты были объясне-

ны прямыми фотохимическими изменениями в пределах молекулы PRE под дей-

ствием фотореактивирующего света. Аналогичная модификация наблюдается при 

действии температуры. В пользу этого объяснения свидетельствуют данные об уве-

личении термостабильности и числа активных PRE молекул, присутствующих в экс-

тракте из дрожжевых клеток, при иллюминировании ближним УФ или видимым 

светом коротковолновой области [1103]. 

Как уже отмечалось выше, обработка дрожжевых и бактериальных клеток низ-

кими дозами пероксида водорода – при концентрации АФК в десятки-сотни раз 

меньших летальных доз – повышает их устойчивость к большим дозам H2O2. В этих 

условиях индуцируется система SOS-ответа. При превышении скорости поврежде-

ний, вызванных действием АФК, выше определенного уровня, клетка может пере-

ходить к апоптозу [1104]. Апоптоз в дрожжах S. cerevisiae может быть вызван исто-

щением глутатиона или внесением малых доз H2O2 [348, 1105], что подтверждает 

перекрестную связь между системами ответа на оксидативный стресс и системами 

репарации. В клетках животных появление разрывов в ДНК отслеживает белок p53, 

который в ответ на это: 1) активирует гены, кодирующие те белки, которые обеспе-

чивают репарацию ДНК; 2) блокирует (если первое не помогает) синтез белков кле-

точного деления; 3) включает программу апоптоза, если количество повреждений 

ДНК превышает некий критический уровень [621]. 

 

2.7. Проявление светочувствительности при культивировании изначально 

нефоточувствительных микроорганизмов 

 

Рассмотренные системы репарации, включающие фоторепарацию, а также раз-

личные перекрестные реакции между ними и системами ответа на стресс, приводят к 

логичному умозаключению о возможном приобретении светочувствительности 

стрессированных популяций, в нормальном физиологическом состоянии нечувстви-
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тельных к видимому свету. Такая чувствительность в состоянии стресса расширяет 

возможности управляемого культивирования нефототрофных микроорганизмов, в 

частности, путем комбинирования воздействия стрессорными факторами и светом. 

Однако до сих пор на эту возможность в литературе практически не обращалось 

внимания. В то же время большое число работ было посвящено исследованию воз-

действия видимого света вне связи со стрессом. В этой связи необходимо отметить 

основные моменты, которые целесообразно учитывать при рассмотрении состояния 

исследований в данной области фотобиологии. 

1. Светочувствительность микроорганизмов может проявляться как фототро-

пизм, дифференцировка, фототаксис, фотопериодизм, сдвиг фазы циркадных рит-

мов, видимое возбуждение. Молекулярная основа фоточувствительности обусловле-

на наличием энзиматических реакций, измененных светом, и биологических фото-

рецепторов, носителем которых обычно являются белки с регуляторными функция-

ми на уровне транскрипции и посттрансляционном уровне [1106, 1107].  

Типы хромофоров, которые функционируют как фотохимически активные фо-

торецепторы в биологических системах, включают [1107-1109]:  

а) ретинальные пигменты (каротиноиды, родопсины, бактериородопсины);  

б) фитохромы (хромофорная группа – тетрапирролы), первичные рецепторы 

красного света, ответственные за фотоморфогенез);  

в) криптохромы, включающие хромофоры флавиновой и птериновой природы, 

которые ответственны за фототропизм и циркадные ритмы [1087, 1107, 1110]; при-

мер – рецепторы синего света у зигомицетного гриба Phycomyces, плазмодия слизе-

вика Dictiostelium, у плесени Neurospora crassa [359] и некоторых других микроор-

ганизмов; спорангиофор гриба Phycomyces показывает фототропизм и связанный 

светоростовой ответ к синему свету в диапазоне от 10
-9

 до 10 Вт/м
2
;  

г) ксантопсины, содержащие в качестве хромофорной группы производные ку-

мариновой кислоты, ответственные за фототаксис, регуляцию синтеза флавоноидов; 

примером является фотоактивный желтый протеин (PYP), первоначально обнару-

женный у галотолерантной эубактерии Ectothiorhodospira halophila, содержащий в 

качестве хромофорной группы p-кумариновую кислоту, и его функцией является 

фототаксис [1107, 1111, 1112]; 

д) Фототропины, ответственные за фототропизм, перераспределение хлоропла-

стов и содержащие флавины в качестве хромофорной группы [1107]; 

г) гиперициновые пигменты (примеры – у простейших, а именно стенторино-

вые пигменты в Stentor coeruleus и блефаризминовые в Blepharisma japonicum); 

2. Также светочувствительность может проявляться как фотостимулирование, 

фотоингибирование – световой стресс [1095] и фотоповреждение [906, 1107].  
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Характерными примерами фотостимулирования являются фотоиндуцирован-

ные каротиногенез и биосинтез флавоноидов. У грибов синтез каротиноидов стиму-

лируется синим светом [359, 1108]. Работы, проведенные на клетках грибов, указы-

вают, что фотоиндукция связана с защитным действием каротиноидов против воз-

действия АФК, образующихся на свету в присутствии кислорода [359]. Спектры 

действия фотоиндукции каротиногенеза свидетельствуют об участии в этом процес-

се флавиновых порфириновых фоторецепторов с сенсибилизирующими свойствами, 

поглощающих в длинноволновой УФ и коротковолновой видимой области спектра 

(350–500 нм). Биосинтез каротиноидов индуцируется также красным светом (> 600 

нм) в присутствии искусственных фотодинамических красителей, генерирующих 

образование активных форм кислорода. Фоторегуляция биосинтеза флавоноидов 

опосредуется фотохромной системой, активируемой красным и дальним красным 

светом, и криптохромом – фоторецептором синего цвета. В зависимости от спек-

трального состава действующего света могут быть получены различные формы ка-

ротиноидов и моно- или дигидроксилированные производные флавоноидов с опре-

деленными фотопротекторными или антиоксидантными функциями. 

У растений фотоингибирование в первую очередь влияет на хлоропласты и 

приводит к снижению фотосинтетической способности, торможению роста и изме-

нению углеродного и азотного метаболизма. У цианобактерий фотоингибирование 

наблюдается при избытке видимого света, которое вызывает фотодинамические из-

менения в клеточных системах и характеризуется более медленным ростом и мень-

шим квантовым выходом фотосинтеза [1113]. Однако фотоингибирование не рас-

сматривается как повреждающий процесс. В отличие от фотоингибирования фото-

повреждение различных внутриклеточных компонентов происходит с помощью раз-

нообразных химически и фотохимически генерируемых радикалов и других АФК в 

результате фотосенсибилизации, особенно выраженной при действии света синей и 

фиолетовой областей спектра [1114-1116], и других процессов, кратко рассмотрен-

ных в предыдущих разделах. Вещества, участвующие в этих процессах, могут про-

являть прооксидантные и антиоксидантные свойства [688, 689, 1117, 1118]. 

3. Наряду с детально изученным воздействием света на фотолиазы, имеются 

многочисленные литературные данные о воздействии видимого света на другие 

ферменты не только фототрофов, но и гетеротрофов, в результате чего стимулирует-

ся их активность и происходят метаболические изменения. Так, при облучении ви-

димым (синим, красным) светом и УФ стимулируется активность c-AMP-

фосфодиэстеразы у гриба Phycomyces, гидрогеназы из Proteus vulgaris, оксидазы ин-

долилуксусной кислоты из гороха, ксантиноксидазы из свежего молока, урокиназы 

из Pseudomonas putida, лигазы цитратлиазы Rhodopseudomonas gelatinosa, системы 
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ферредоксин/тиоредоксин, GTP-связывающего белка, участвующего в регулирова-

нии фосфорилирования белков на посттрансляционном и транскрипционном уров-

нях у Neurospora crassa [1109, 1119]. У Rhodococcus sp. активность нитрилгидратазы 

в течение нескольких дней быстро падает при аэрации среды в темноте и восстанав-

ливается при освещении светом при инкубировании промытых клеток при 5°С. 

Ферментативная активность бесклеточных экстрактов инактивированных клеток 

также восстанавливается за 10 мин при фотооблучении светом с интенсивностью 71 

Вт/м
2
 (5000 Лк). Этот процесс не требует присутствия кислорода и не предотвраща-

ется диализом [1106].  

4. Свет может стимулировать окисление CH4 метанотрофами [1120]. Высокую 

чувствительность к свету проявляют бактерии, участвующие в трансформации неор-

ганических соединений азота [1121]. Так, бактерии нитрификаторы (Nitrosomonas, 

Nitrobacter) чувствительны к синему свету и отличаются низкой светотолерантно-

стью к высокому уровню освещенности [1122, 1123]. Возможно, чувствительность 

нитрификаторов к свету объясняется протеканием свободнорадикального механизма 

биологического окисления ионов аммония. 

Активность нитритредуктазы денитрификаторов также может повышаться при 

освещении низкоинтенсивным синим или белым светом, и наоборот, снижаться при 

освещении высокоинтенсивным светом [1119, 1124, 1125]. Основную роль в фото-

чувствительности нитрит- и натратредуктаз к синему свету выполняют флавиновые 

хромофоры в их каталитически активных центрах [1126, 1127]. 

У плесени Neurospora crassa активность нитратредуктазы и конидиеобразова-

ние повышаются в присутствии кислорода при освещении синим светом 450 нм с 

интенсивностью 250 Вт/м
2
 в течение 30 мин [1128], при этом наблюдается световая 

стимуляция транскрипции и трансляции гена нитратредуктазы [1109, 1127]. Сниже-

ние активности нитратредуктазы при высокой интенсивности освещения обусловле-

но фотосенсибилизирующими свойствами ФАД и генерацией синглетного кислоро-

да [1124, 1126, 1129]. 

5. Воздействие света видимого диапазона и ближнего ультрафиолета может 

приводить к ускорению роста микроорганизмов и повышению выхода биомассы. 

Так, в лабораторных исследованиях сотрудников кафедры биофизики МГУ показана 

возможность фотостимуляция накопления биомассы промышленных штаммов 

дрожжей под действием оптимальных доз ультрафиолетового света области 280–380 

нм [1130, 1131]. Авторы объясняют стимулирующее действие УФ-облучения на де-

ление и накопление биомассы дрожжей фотоактивацией биосинтеза серотонина 

[1132, 1133]. 
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Имеются примеры положительного действия ультрафиолета и видимого света 

на активный ил очистных сооружений.  

Еще в исследованиях И.А. Рапопорта и его сотрудников было показано, что по-

сле обработки мутагенами даже небольшой части активного ила очистного соору-

жения в результате перестройки популяционных отношений происходит достаточно 

заметное увеличение очищающей способности системы. Однако с течением времени 

активность снижается к исходному уровню [цит. по 379].  

Показано [1134], что микроорганизмы активного ила положительно реагируют 

на освещение видимым светом при освещенности (10–55)
.
10

3
 Лк. При этом наблю-

дается увеличение скорости потребления субстрата. При освещенности 70
.
10

3
 Лк 

наблюдалось ингибирование его потребления. При одинаковых освещенностях зе-

леный (546 нм) и синий (436 нм) свет тормозили процесс потребления независимо от 

вида субстрата, а облучение красным (660 нм) интенсифицировало и реингибирова-

ло потребление. На основе наблюдавшихся изменений было предложено освещать 

аэротенк очистных сооружений красным светом, а регенератор – синим. 

 

2.8. Управляемый стресс и его практическое использование 

 

В типичных случаях физиологическая активность микроорганизмов и, как 

следствие, эффективность биосинтеза, снижается при воздействии неблагоприятных 

факторов, таких как, например, агенты оксидативного стресса, голодание, тепловой 

или осмотический шок. С другой стороны, рассмотренные особенности ответа на 

стрессовое воздействие популяций и клеток микроорганизмов с участием антистрес-

сорных, антиоксидантных, репарационных систем, наличие многочисленных пере-

крестных реакций, выполнение АФК определенных регуляторных физиологических 

функций, функций внутриклеточных и внеклеточных мессенджеров свидетельству-

ют в пользу предположения о том, что контроль количества и качества стресс- и ан-

тистресс-факторов, избирательное усиление или подавление их действия на клетки 

микроорганизмов могут быть использованы с целью получения положительных эф-

фектов в системах синтеза и деструкции веществ, управления ростом и физиологи-

ческой активностью микроорганизмов с одновременным, сопряженным протеканием 

микробиологических, химических и фотохимических реакций.  

Как следует из выше рассмотренных литературных данных, стрессированные 

популяции, в нормальном физиологическом состоянии нечувствительные к видимо-

му свету, могут приобрести светочувствительность при стрессе. Такая чувствитель-

ность в состоянии стресса расширяет возможности управляемого культивирования 

нефототрофных микроорганизмов, в частности, путем комбинирования воздействия 
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стрессорными факторами и светом. Однако до недавнего времени эта возможность в 

литературе практически не рассматривалась. В этой связи заслуживают внимания 

данные о положительном действии стресса на отдельные показатели биосинтеза, что 

может быть использовано на практике [863]. 

Воздействие стрессорных факторов на используемую культуру микроорганиз-

мов может привести к повышению ее устойчивости. Большое значение имеет устой-

чивость дрожжей-бродильщиков к стрессу в виноделии [1135-1138]. В течение про-

цесса роста и брожения клетки дрожжей подвергаются различным стрессам, таким 

как осмотический, оксидативный, тепловой и холодовый, этанольный, высокий уро-

вень CO2 (для игристых вин) и SO2, голодание, высушивание, конкуренция со сто-

роны других микроорганизмов, при этом осмотический, этанольный и оксидативный 

стрессы являются основными причинами стрессовой реакции клеток винных 

дрожжей. Эти стрессовые условия могут серьезно затрагивать характеристики бро-

дильного процесса и технологические способности дрожжей: урожай биомассы и 

бродильную активность, что влияет на качество конечного продукта. Поэтому 

дрожжи «окультуривают», т.е. адаптируют к различным видам стрессовых условий. 

Большое значение в этом случае имеет и наличие перекрестной адаптации, при ко-

торой дрожжи, являющиеся устойчивыми к воздействию одних стрессорных факто-

ров, легко переносят воздействие других, не снижая при этом физиологической ак-

тивности [1137-1143]. 

Другим примером является стимуляция синтеза эргостерина в условиях окси-

дативного стресса у дрожжей-сахаромицетов, у которых эргостерин (провитамин D2) 

выполняет особую роль в поддержании функций клеточных мембран, высокой бро-

дильной активности, жизнеспособности клеток и устойчивости к этанолу. Эргосте-

рин не синтезируется в строго анаэробных условиях, но уже микроаэрофильного 

окружения достаточно для синтеза его в микроколичествах, необходимых для клет-

ки [917, 1144, 1145]. В то же время воздействие стрессовых факторов на дрожжевые 

клетки может вести к адаптационным изменениям, сопровождающимися накоплени-

ем эргостерина. Стимулирующее действие на образование стеринов дрожжами ока-

зывают ингибиторы гликолиза, в качестве которых могут выступать различные хи-

мические окислители, УФ- и рентгеновское излучение. При действии на дрожжи 

рентгеновского излучения содержание эргостерина увеличивается в 2–3 раза, что 

объясняется угнетением процесса аминирования, сопровождающегося повышением 

синтеза липидов. Подобно ионизирующим облучениям действуют радиометриче-

ские вещества, нарушающие метаболизм клетки и стимулирующие липидный обмен. 

Например, при комбинированном действии на клетки дрожжей радиометрического 

вещества эмбихина и рентгеновского излучения выход стеринов S. сerevisiae увели-
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чивается на 109% по сравнению с контролем [1146]. Также было показано, что при 

термической обработке (при температуре 40ºС в течении двух суток) содержание эр-

гостерина увеличилось с 55 мг/г до 87 мг/г. При обработке холодом дрожжевые 

клетки также накапливают эргостерин [1147]. Таким образом, воздействие стресс-

факторов может использоваться в промышленных условиях для повышения выхода 

эргостерина, синтезируемого дрожжами S. cerevisiae, S. carlsbergensis, которые со-

держат его до 3–4 % по сухому весу, а некоторые штаммы при продолжительной 

инкубации – до 8–10% [1146]. 

Важное практическое значение имеет повышение устойчивости микроорганиз-

мов к оксидативному и другим видам стресса для получения промышленных стар-

терных культур различного назначения, пробиотиков и других препаратов живых 

или инактивированных клеток с улучшенными технологическими свойствами [640, 

743, 748, 749, 751, 979, 1148-1150]. 

Устойчивость к стрессу важна и в производстве дрожжей для кормовых и пи-

щевых целей [871, 1151], для приготовления продуктов питания и выживания бакте-

рий [900], при использовании полезных микроорганизмов: бифидобактерий, молоч-

нокислых бактерий, заквасок и др. [685, 905, 1152], а также при конструировании 

рекомбинантных продуцентов [685].  

В работе [1153] исследовалась выживаемость L. plantarum после распылитель-

ной сушки при различных видах предварительного стрессирования в условиях ком-

натной и низкой (4 °С) температур в присутствии и отсутствии света. Выживаемость 

анализировали перед, сразу после распылительной сушки и в течение 180 дней в 

разных условиях хранения (комнатная температура и дневной свет, комнатная тем-

пература в отсутствие света, температура 4°С и дневной свет). Степень инактивации 

клеток при этом различалась несущественно. Проведение тех же манипуляций с P. 

acidilactici, показало, что любая предварительная обработка снижает выживаемость 

культуры, однако при комнатной температуре наблюдалось заметное уменьшение 

скорости потери жизнеспособности при воздействии света в сравнении с условиями 

его отсутствия. 

Надо отметить, что типичные лабораторные среды обычно cодержат микромо-

лярные количества H2O2, образующиеся вследствие протекания химических и фото-

химических процессов [788]. Поэтому даже в условиях казалось бы отсутствия АФК 

возможно проявление признаков оксидативного стресса.  

Брюханов и Нетрусов [1154] проанализировали влияние аэробиоза на облигат-

но анаэробные промышленные культуры микроорганизмов, его связь с оксидатив-

ным стрессом и антиоксидантными системами защиты применительно к условиям 

хранения жизнеспособных культур. Обращается внимание, что эффективной мерой 
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защиты против оксидативного стресса являются внесение антиоксидантов (цистеи-

на, аксорбиновой кислоты, дрожжевого экстракта) и восстановителей в небольших 

концентрациях в питательные среды, а также внесение гемина для стимулирования 

синтеза каталазы. С другой стороны, внесение некоторых антиоксидантов, в частно-

сти, аскорбиновой кислоты, в более высоких концентрациях провоцирует образова-

ние АФК, что отрицательно влияет на жизнеспособность микроорганизмов. 

Биосинтез вторичных метаболитов, таких как пенициллины, гиббереллины, ка-

ротиноиды, меланины и ряда других соединений зависит от присутствия агентов ок-

сидативного стресса. Молекулярные механизмы, лежащие в основе этих зависимо-

стей еще далеко не расшифрованы, но очевидно, что появление вторичных метабо-

литов является результатом функционирования ферментов, чей синтез и/или актива-

ция индуцированы действием стрессорных факторов. Так, биосинтез каротиноидов в 

ответ на освещение и кислород – защитная реакция на окислительный стресс [1155]. 

Показано, что голодание, радиация, высокий уровень активных форм кислорода 

способны стимулировать каротиногенез и регулировать состав каротиноидов у Phaf-

fia rhodozyma [1156], Neurospora crassa [359], Blakeslea trispora [654], Halobacterium 

salinarum [1157] и многих других микроорганизмов. Для повышения эффективности 

образования эндогенных антиокислительных ферментов (супероксиддисмутазы) у 

дрожжей, предложено использовать световой стресс [871]. 

Индийские исследователи [1158] индуцировали оксидативный стресс у B. sub-

tilis – продуцента α-амилазы и протеазы, воздействуя на культуру микроорганизмов 

пероксидом водорода и гипохлоритом. Воздействие НClО повысило уровень синтеза 

α-амилазы в 2,2 раза и протеазы – в 2,6 раз. При воздействии Н2О2 уровень α-

амилазы повысился в 1,5 раза, протеазы – в 1,9 раз. Рост накопления ферментов кор-

релировал с повышением концентрации АФК в культуре. Весьма важную роль в 

развитии оксидативного стресса играло время внесения стрессора. В лаг-фазе кри-

вой роста популяция B. subtilis была наиболее уязвима к действию Н2О2: даже кон-

центрация в 1 мМ Н2О2 вызывала стопроцентное летальное действие. Напротив, 

внесение Н2О2 на стационарной стадии роста культуры не оказывало практически 

никакого воздействия. 

При внесении 10 мМ Н2О2 на стадии экспоненциального роста выживаемость 

бацилл составляла 0,01–0,1%, однако конечный уровень накопления биомассы значи-

тельно повышался – максимальная концентрация клеток достигала 4,7 г/л, что было 

на 16% выше чем в контрольном варианте. Аналогичный результат наблюдался и при 

действии НСlO: количество биомассы возрастало на 29% и составляло 5,2 г/л.  

Механизм увеличения синтеза ферментов в условиях оксидативного стресса 

был прослежен и на генном уровне на основе анализа данных микрочипов. Результа-
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ты анализа показали, что АФК стимулируют экспрессию гена пептидазы (sipT), ко-

торая является важнейшим компонентом секреторной системы использованного 

штамма; параллельно оксидативный стресс активировал ген синтеза α-амилазы. 

Наряду с этим активировалась экспрессия еще примерно 75 генов и репрессирова-

лось 120 генов. 

В другой работе индийских исследователей с продуцентом рибофлавина 

Ashbya gossypii для стимулирования биосинтеза, но при снижении уровня поврежде-

ния генетического материала клеток и клеточных мембран использовался такой мяг-

кий окислитель, как менадион, в интервале концентраций от 1 до 50 мкМ. В данном 

случае оксидативный стресс в оптимальных условиях стимулировал синтез и секре-

цию витамина В2 [1159]. На 3-ий день культивирования с использованием 2,5 мкМ 

витамина Е и 2,5 мкМ менадиона общий выход рибофлавина повысился на 41%. Од-

нако при концентрации менадиона 50 мкМ синтез В2 падал в 10 раз по сравнению с 

контрольным вариантом.  

Модификации генома вызывают отклонение клеточного метаболизма у реком-

бинантных штаммов от состояния, наблюдаемого в нормальных физиологических 

условиях у их немодифицированных аналогов, т.е. наблюдаются изменения, подоб-

ные стрессорным. Это, в свою очередь, влияет на стабильность генома, вызывает 

повышенную генотипическую и физиологическую изменчивость в популяциях, а с 

этим ухудшает показатели биосинтеза. Поэтому актуальным является такое управле-

ние стрессом, которое стабилизирует геном.  

Важное практическое применение управления оксидативным стрессом – борьба 

с ростом патогенных и других нежелательных микроорганизмов дезинфекцией, с 

биопленками, с цветением водоемов с использованием активных форм кислорода 

[758, 1160, 1161], а также в процессах ферментации для снижения содержания по-

сторонней микрофлоры [1162, 1163]. Управляющим фактором в данном случае мо-

жет быть не только доза АФК, но и видимый свет, на что необходимо обращать 

внимание для инициирования или избегания фоторепарации, повышающей жизне-

способность микроорганизмов после воздействия АФК [1164, 1165]. Напротив, в 

фотодинамическом уничтожении планктонных и биопленочных культур (фотодина-

мической дезинфекции) видимый свет активизирует их гибель в присутствии фото-

сенсибилизатора [1166]. 

В биологической очистке сточных вод стрессовые воздействия приводят к 

ухудшению состояния активного ила и, как следствие, к снижению качества очи-

щенной воды. Так, применительно к гранулообразованию активного ила была пока-

зана важность механического стресса. В ряде работ, где определялось влияние гид-

родинамического фактора на образование гранул АИ, его значимость как стрессора, 
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доходила до 50 %. Стрессовые условия могут возникать при залповых сбросах, вы-

сокой концентрации тяжелых металлов и других токсичных веществ в сточной воде, 

при осмотическом шоке. Все они отдельно или комбинированно влияют на биоценоз 

активного ила, его морфологию количество микроорганизмов, их соотношение. 

Обобщая рассмотренные особенности стрессовых воздействий, можно указать 

на следующие моменты с точки зрения возможностей совершенствования процессов 

культивирования микроорганизмов.  

1) Стрессовые воздействия вызывают отклонение условий роста и биосинтеза 

от оптимальных. Переход микроорганизмов в состояние стресса индуцирует и сти-

мулирует у них ответные реакции, направленные на преодоление неблагоприятных 

изменений. Ответ на стресс у микроорганизмов проявляется на различных уровнях: 

популяционном, физиологическом, клеточном, биохимическом, генетическом.  

2) На популяционном уровне длительное воздействие стрессоров в сублеталь-

ных дозах вызывает адаптивные и микроэволюционные изменения. При воздействии 

таких стрессоров, как H2O2 в присутствии ионов Fe
2+

 (реактив Фентона, генерирую-

щий гидроксильные радикалы) и других активных форм кислорода, оказывающих 

повреждающее действие на ДНК, мутационный процесс может ускоряться, что 

ускоряет автоселекцию. При функционировании микробных клеток и популяций в 

таких условиях и их эволюционной адаптации к экстремальным воздействиям мож-

но ожидать появления новых полезных свойств у объектов культивирования. 

3) На клеточном уровне выявлен широкий спектр механизмов, генетических и 

биохимических систем ответа, регуляторных путей, поддерживающих метаболиче-

ский гомеостаз и повышающих выживаемость клеток в условиях стресса. Наблюда-

ется определенная общность, консервативность и универсальность в путях регуля-

ции ответа на стресс. Совокупно все они обусловливают различную чувствитель-

ность клеток к стрессорным факторам, передачу сигнала, транскрипционный и пост-

трансляционный контроль, накопление защитных веществ и активизацию репари-

рующих функций. Имеются системы адаптивного ответа на биохимическом уровне, 

не затрагивающие генотип микроорганизмов. 

4) Стрессорные факторы индуцируют возникновение в ДНК повреждений, ко-

торые устраняются с помощью различных систем репарации. Одной из них является 

система фоторепарации. Фоторепарация обычно происходит на фоне освещения 

клеток ближним УФ и видимым светом. Этот процесс связан с действием фотолиазы 

– фотореактивирующего фермента, являющегося флавопротеином. Поэтому клетки 

микроорганизмов, в норме нечувствительные к видимому свету, в состоянии стресса 

могут реагировать на видимый свет низкой интенсивности через систему фоторепа-

рации. 
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5) Имеется тесная биохимическая и генетическая связь между различными си-

стемами ответа на стресс, а также между системами репарации при внутриклеточ-

ных повреждениях в стрессовых ситуациях. Например, активируется система фото-

репарации при воздействии АФК, индуцируется система ответа на оксидативный 

стресс и SOS-ответа, в ответе на оксидативный стресс участвуют белки теплового 

шока и т.д. Поэтому часто наблюдается перекрестный ответ на различные виды 

стресса.  

6) Часто наблюдается множественное и неоднозначное действие стресс-

факторов в сублетальном диапазоне. Возможно синергичное и антагонистическое 

действие между разными стрессами, с усилением или снижением устойчивости к 

другому стрессору при действии первого стрессора. Эволюционная адаптация мик-

робной популяции при воздействии множественного стресса может приводить к 

разным результатам в изменчивости популяции. 

7) Результат зависит от дозы и интенсивности воздействия стрессора, кратно-

сти, частоты и длительности воздействия, морфофизиологического состояния мик-

роорганизмов (плотность популяции, скорость роста, фаза клеточного цикла и роста, 

уровень дифференциации клеток, синхронизации деления клеток), питательной сре-

ды (источник углерода и других биогенных элементов, их концентрация в среде, со-

держание ионов железа, веществ с антиоксидантными и прооксидантными свой-

ствами), физико-химического окружения (уровень аэрации, уровень освещенности, 

фаза обитания, близость к твердой поверхности, к границе раздела фаз), преадапта-

ции к стрессу, времени развития ответа на стресс, скорости потери адаптивных при-

знаков. 

8) Из различных видов стресса наиболее физиологически значимым является 

оксидативный стресс, опосредующий в клетках другие виды стрессов через индук-

цию активных форм кислорода (АФК). В природных условиях оксидативный стресс 

регулярно наблюдается во многих экотопах, в том числе и таких, где живые орга-

низмы наиболее активно развиваются (приповерхностная пленка воды, поверхность 

почвы, листьев и т.п.). Оксидативный стресс возникает при резком усилении окис-

лительных процессов и при недостаточной работе антиоксидантного механизма за-

щиты, при этом размножение микроорганизмов сначала замедляется, а затем и вовсе 

прекращается. Происходит перестройка метаболизма на синтез белков, необходи-

мых для выживания. АФК, прежде всего H2O2, могут выполнять роль вторичных 

мессенджеров и опосредованно участвовать в ответе клеток на другие виды стресса: 

при голодании, температурном, механическом, осмотическом и рН-шоке. Так как 

разнообразные стрессорные воздействия опосредуются через образование в клетках 
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АФК, свободных радикалов и перекисных соединений, то индуцируемые разными 

стрессорами системы репарации в определенной степени схожи.  

9) Оксидативный стресс может быть обусловлен воздействием разных АФК: 

пероксида водорода и супероксид-аниона, пероксида водорода и кислорода, при 

этом возможны разные пути регуляции клеточного гомеостаза с их участием. Также 

возможны несколько путей регуляции для одних и тех же АФК, в частности, перок-

сида водорода, разные мишени регуляции и физиологические функции. 

10) К экологически важным агентам оксидативного стресса относится мягкое 

ультрафиолетовое излучение УФА и УФБ диапазонов спектра. На поверхности кле-

ток высших организмов имеются специализированные чувствительные рецепторы, 

которые воспринимают УФ-сигнал и далее, благодаря сопряжению рецепторов с 

внутриклеточными посредниками, запускается сложная регуляторная система, при-

водящая к активизации ряда генов и синтезу белков, участвующих в отклике объекта 

на действие УФ-излучения. Данная система регуляции внутриклеточного метабо-

лизма относится к числу наиболее глобальных в мире высших животных и растений 

и, по-видимому, микроорганизмов.  

11) Действие на микроорганизмы пероксида водорода и ближнего ультрафио-

лета можно соотнести с тремя функциями: 1) сигнальной функцией, 2) функцией 

поддержания в клетках организмов оптимальной концентрации реакционно актив-

ных частиц (перекисей, радикалов), необходимой для поддержания оптимального 

физиологического состояния биообъекта, 3) функцией облегчения доступа субстра-

тов, устойчивых в окружающей среде, для деструкции микроорганизмами. Сигналь-

ное действие УФ-излучения может быть смоделировано (имитировано) действием 

небольших концентраций H2O2, поскольку рецепторы, ответственные за восприятие 

УФ-излучения и H2O2, одни и те же, как и механизм отклика клеток организмов на 

эти агенты. 

12) Преадаптация к низким дозам стрессоров увеличивает устойчивость к 

стрессу. Возможна перекрестная адаптация к действию стрессоров различного типа. 

Наличие перекрестной адаптации и перекрестных реакций может обеспечить, 

например, устойчивость клеток в состоянии оксидативного стресса, индуцированно-

го действием H2O2, к тепловому шоку, к повышенным концентрациям субстрата или 

продукта биосинтеза, к тяжелым металлам и т.п. Поэтому устойчивость к стрессу и 

поддержание высокой физиологической активности в ходе роста и биосинтеза явля-

ются важнейшими показателями культуры. 

13) Ответ на стресс проявляется как комплексная реакция на стрессоры и анти-

стрессоры, оксиданты и антиоксиданты, поэтому при действии стрессоров необхо-

димо учитывать совместное действие стресс- и антистресс-факторов. Также возмо-
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жен перекрестный ответ клеток микроорганизмов на совместное действие стресс- и 

антистресс-факторов, в частности, при одновременном воздействии факторов окис-

лительного стресса и видимого света. Учитывая совместное воздействие стрессоров 

и антистрессоров в природе, их одновременное участие в самоочищении природных 

сред, целесообразно рассмотреть такое совместное, сочетанное воздействие для 

управления микробной жизнедеятельностью и метаболизмом. Для микробиологиче-

ского синтеза и катализа это указывает на возможность целенаправленного создания 

условий с оптимальным балансом стресс-антистрессовых воздействий и регулиро-

ванием на этой основе активности микробных ферментов и клеток. В качестве анти-

стресс-факторов наибольшего внимания заслуживает видимый свет, влияющий на 

стрессированные клетки через механизм фоторепарации, а также химические анти-

оксиданты. В частности, поскольку в природных условиях солнечный ультрафиолет 

не является изолированным фактором, а действует на фоне видимого света, то целе-

сообразна апробация использования как раздельного, так и совместного действия 

ближнего ультрафиолета и видимого света, пероксида водорода и видимого света на 

микроорганизмы.  

14) При культивировании микроорганизмов необходимо учитывать возмож-

ность прооксидантного и антиоксидантного действия компонентов питательной сре-

ды на клетки микроорганизов. Вещества с оксидантной и прооксидантной активно-

стями могут образовываться непосредственно в процессе культивирования при про-

текании химических и фотохимических реакций. При этом некоторые из них могут 

проявлять одновременно прооксидантные и антиоксидантные свойства. Проокси-

дантное и антиоксидантное действие факторов питательной среды и метаболитов 

влияет на клетки и популяции, на стабильность генома, генотипическую и физиоло-

гическую изменчивость в микробных популяциях, а с этим на показатели биосинтеза 

(уровень накопления целевого продукта, активность штаммов, продуктивность био-

реакторов, стабильность клеточного генома, выход с единицы субстрата и другие 

показатели). В частности, задача обеспечения стабильности генома особенно остро 

стоит при использовании рекомбинантных штаммов, полученных методами геноми-

ки и метаболомики с целью биосинтеза различных продуктов. Все это требует со-

блюдения оптимального баланса между окислением и восстановлением, между ан-

тиоксидантными и прооксидантными свойствами, оптимальных доз стресс- и анти-

стресс-факторов для стабилизации нужного генотипа, фенотипа, популяционного 

распределения целевой физиологической активности в различных режимах культи-

вирования микроорганизмов и поиска путей управления этими процессами.  

15) Гетеротрофные микроорганизмы в стресс-индуцированном состоянии мо-

гут стать чувствительными к низкоинтенсивному воздействию света. В стрессиро-
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ванном состоянии микробной популяции видимый свет может выступать, с одной 

стороны, в качестве антистресс-фактора, помогающего микробным клеткам пережи-

вать состояние стресса при протекании фоторепарации, с другой стороны, в качестве 

стресс-фактора – при протекании фотосенсибилизации в присутствии веществ-

фотосенсибилизаторов. 

16) Долгое время считалось, что стресс всегда неблагоприятно воздействует на 

микроорганизмы, снижая их физиологическую активность и, как следствие, эффек-

тивность биосинтеза. Однако, все больше появляется данных, свидетельствующих в 

пользу важности оптимальных стрессовых воздействий для жизнеспособности и 

развития организмов как на клеточном, так и на популяционном уровнях. В частно-

сти, целенаправленное воздействие оптимальных доз стрессорных факторов, напри-

мер, активных форм кислорода, может улучшить физиологическое состояние мик-

роорганизмов [863]. Положительные изменения могут проявляться через повышение 

устойчивости микробных популяций к неблагоприятным факторам окружения, через 

активизацию путей конструктивного обмена в клетке. Так, следуя данным литерату-

ры [811], одно из возможных объяснений может быть связано с репрессией гликоли-

за и энергетического метаболизма и одновременным повышением внутриклеточного 

пула NADPH, особенно необходимого для функционирования аппарата трансляции 

и относящегося к важнейшим факторам антиоксидантной активности клетки. Воз-

действие АФК активирует системы ответа на оксидативный стресс и пентозофос-

фатный цикл – ключевой для анаболических путей биосинтеза.  

17) Описанное в литературе положительное воздействие АФК, в частности H2O2, 

на дрожжи и другие объекты свидетельствует о возможности целенаправленного ис-

пользования факторов оксидативного стресса для улучшения выходных показателей 

культивирования микроорганизмов. В то же время такое целенаправленное совмест-

ное использование АФК, как стресс-факторов, с антистресс-факторами (видимого 

света, химических антиоксидантов) в процессах культивирования микроорганизмов в 

зарубежной литературе не описано и при патентном поиске не выявлено. 

18) Создание условий с оптимальным балансом стресс-антистрессовых воздей-

ствий, контроль стресс- и антистресс-факторов, избирательное усиление или подав-

ление их действия на микроорганизмы как метод управления биопроцессом целесо-

образно охарактеризовать как контролируемый стресс или контролируемый ок-

сидативный стресс. 

19) Удобным и эффективным приемом с методической, технологической и эко-

логической точек зрения может быть воздействие малых, сублетальных доз H2O2 

(фактор с оксидантной активностью) и низких доз видимого света (может выступать 

как фактор с прооксидантной и одновременно с антиоксидантной активностью, в 
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последнем случае действующий, предположительно, через механизм фоторепара-

ции). Другим вариантом комбинированного воздействия может быть внесение ве-

ществ с оксидантной (прооксидантной) и антиоксидантной активностями в среду 

культивирования. 

20) При комбинированном воздействии стрессоров и антистрессоров важно 

учитывать возможность перекрестной адаптации у микроорганизмов, что может по-

высить гибкость такого подхода.  

21) Важным условием для проявления положительных изменений может быть 

последовательное пассирование микробных популяций к действию стрессоров на 

фоне комбинированного направленного воздействия стрессорных и антистрессор-

ных факторов, сопровождаемое адаптационными и микроэволюционными измене-

ниями. Адаптационные изменения на уровне фенотипа временные, поэтому положи-

тельные эффекты могут нивелироваться из-за нестабильности получаемых в процес-

се пассирования клонов, сопровождающейся утратой адаптивных преимуществ и 

приобретенных свойств. 

22) Нивелирование стрессовых воздействий также можно рассматривать как 

вариант контролируемого стресса. Методы нивелирования могут включать: 

- оптимизацию питательной среды; 

- отвод продуктов, ингибирующих биосинтез, из зоны ферментации; 

- повышение стрессоустойчивости продуцентов; 

- использование управляемого стресса – комбинированного воздействия стрес-

сорных и антистрессорных факторов. 

23) Воздействие H2O2 и видимого света или ультрафиолета и видимого света 

воспроизводит природные условия на твердых и водных освещаемых поверхностях, 

где протекают реакции с участием АФК, ультрафиолета, ионов переходных метал-

лов, других абиотических факторов. Микроорганизмы, обитающие в таких условиях, 

представляются наиболее подходящим объектом исследований и управляемого 

культивирования в условиях контролируемого стресса. Примерами таких микроор-

ганизмов могут быть: 

– Галобактерии – обитают в мелководных соленых озерах в аридной климати-

ческой зоне. В настоящее время используются для получения ряда продуктов, таких 

как бактериородопсин, лечебно-профлактический препарат «Баксин» (в России). 

– Дрожжи S. cerevisiae, р. Candida – обитают на поверхности листьев и плодов 

растений. Питательная среда для них в природных условиях – растительные углево-

ды (фруктоза, сахароза), растительные эксудаты (в основном сахароза и полисахари-

ды), этанол. Используются в крупномасштабных процессах получения этанола, кор-

мового дрожжевого белка. 
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– Микроорганизмы – фенолдеструкторы и деструкторы природных полимеров 

(целлюлозы, лигнина). В природных условиях их естественными субстратами могут 

являться лигнин древесины и лигниноподобные вещества, гуминовые кислоты, со-

держащие большое число фенольных колец в своей полимерной структуре. Исполь-

зуются в системах биологической очистки сточных вод, переработке и обезврежива-

нии твердых отходов. 

Выяснение структуры и особенностей экологических процессов и воспроизве-

дение экологических условий, в которых организмы-продуценты обитают в природе, 

при использовании гибридных, совмещенных систем, комбинированных воздей-

ствий стресс- и антистресс-факторов может служить основой не только для техноло-

гически и экономически эффективных, но и малоотходных, экологически чистых 

решений. 
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ГЛАВА 3. ОБЪЕКТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОСОБЕННОСТИ 

 

В данной главе представлено краткое описание актуальных микробиологиче-

ских объектов применительно к теме диссертационной работы, использованных в 

экспериментальных исследованиях. Их можно разделить на две группы: 

1) Микроорганизмы и микробиологический синтез для получения целевых 

продуктов; 

2) Биологическая очистка сточных вод. 

 

3.1. Получение продуктов микробиологического синтеза 

 

В крупнотоннажном микробиологическом производстве в структуре себестои-

мости продукции основная статья затрат приходится на стадию ферментации. 

С точки зрения идеологии экологически чистого производства и эколого-

экономической эффективности наиболее важные решения по совершенствованию 

стадии ферментации связаны с использованием штаммов микроорганизмов с более 

высоким содержанием целевого продукта, способных расти с максимальной степе-

нью конверсии субстратов в целевой продукт и достижением его максимальной ко-

нечной концентрации на минимальных средах (снижение затрат на концентрирова-

ние, хранение и транспортировку целевого продукта, поступления объемов сточных 

вод, загрязнений в окружающую среду в виде остаточных компонентов питательных 

сред в сточной воде), с более высокой температурой культивирования (снижение за-

трат на потребление охлаждающей воды). 

В этой связи на примере получения кормовых продуктов (дрожжи, галобакте-

рии), продуктов брожения (этанол, молочная кислота), продуктов технического 

назначения (бактериородопсина) и как экологически дружественные решения нами 

были апробированы: 

- различные методы высокоплотностного культивирования: в режимах с под-

питкой высококонцентрированным субстратом, в мембранном биореакторе, в реак-

торе с адсорбентом; 

- культивирование в условиях контролируемого оксидативного стресса с сов-

мещением стрессорного и антистрессорного воздействия для повышения выхода це-

левых продуктов. 

Исследования проводились в рамках выполнения грантов и проектов научно-

технических программ: 

1) Использование биологических методов в экологически чистых производ-

ствах (МНТП 4.12  Биотехнология, 1998). 
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2) Разработка технологий высокоинтенсивного и ресурсосберегающего биока-

тализа и биосинтеза для получения продуктов кормового, пищевого и технического 

назначения (проект аналитической ведомственной научной программы «Развитие 

научного потенциала высшей школы», подпрограмма № 2 «Прикладные исследова-

ния и разработки по приоритетным направлениям науки и техники» Рособразования 

по направлению № 3907 Технология живых систем, 2004, 2005 гг.).  

3) Изучение коммуникационных взаимодействий в сообществе микроорганиз-

мов при их структурной организации (проект АВЦП «Развитие научного потенциала 

высшей школы, подраздел № 2.1.1 «Проведение фундаментальных исследований в 

области естественных, технических и гуманитарных наук», 2006-2008 гг.). 

4) Физиолого-биохимические и генетические основы управления микробным 

синтезом в условиях контролируемого стресса (проект № 2.1.1/3817 АВЦП «Разви-

тие научного потенциала высшей школы», 2009–2010 годы», мероприятие 2: Прове-

дение фундаментальных исследований в области естественных, технических и гума-

нитарных наук. Научно-методическое обеспечение развития инфраструктуры вузов-

ской науки, раздел 2.1: Проведение фундаментальных исследований в области есте-

ственных, технических и гуманитарных наук, подраздел 2.1.1: Проведение фунда-

ментальных исследований в области естественных наук). 

5) Биоинженерия и биологическая основа новых высокоэффективных методов 

культивирования микроорганизмов и их применение в микробиологическом синтезе, 

при переработке отходов и биологической очистке (ГК №  02.740.11.0784 от 24 ап-

реля 2010 г., ФЦП «Научные и научно-педагогические кадры инновационной Рос-

сии» на 2009-2013 годы). 

6) Разработка новой отечественной комплексной технологии получения поли-

лактида (биоразлагаемого полимера), базирующейся на биокаталитической перера-

ботке сахаросодержащего сырья (ФЦП «Исследования и разработки по приоритет-

ным направлениям развития научно-технологического комплекса России на 2014 – 

2020 годы», соглашение о предоставлении субсидии от 05.06.2014 г. 

№14.577.21.0037, рег. № 114111140107). 

Исследования по биосинтезу этанола также выполнялись в рамках сотрудниче-

ства с ФГУП «Биотехнологический завод», пос. Серебряные Пруды. 

 

3.1.1. Высокоплотностное культивирование как вариант малоотходного 

процесса для получения кормовых продуктов 

 

В технологии биосинтеза понизить объемы сточных вод можно путем проведе-

ния биопроцесса в периодическом режиме с подпиткой концентрированным суб-
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стратом. Процесс, проводящийся по такому режиму, называют высокоплотностным 

культивированием (fed batch cultivation). В отдельных случаях с использованием ре-

жима высокоплотностного культивирования удается достичь высокого содержания 

биомассы и получить так называемую высокоплотностную культуру с накоплением 

к концу ферментации до 100 г/л и более сухой биомассы, что близко к плотной упа-

ковке клеток, при которой все они тесно соприкасаются, в отличие от величин 20–30 

г/л, достигаемых в традиционных процессах периодического и непрерывного куль-

тивирования, а также получить до 150 г/л целевого внеклеточного продукта биосин-

теза (например, при биосинтезе аминокислот) при относительно невысоком содер-

жании побочных внеклеточных продуктов – органических кислот, спиртов и др. 

[1167-1174].  

Высокая производительность реактора обеспечивается повышенной концен-

трацией биомассы и интенсивным переносом кислорода воздуха в объем очищаемой 

среды. С технологической точки зрения преимущество этого способа заключается в 

повышении скорости биосинтеза, степени трансформации субстрата, концентрации 

целевого продукта в пост-ферментационной среде, использовании клеток продолжи-

тельный период, уменьшении объема реактора, в снижении риска заражения культу-

ры извне, затрат на выделение продукта. Экологические преимущества метода за-

ключаются в минимизации объемов сточных вод и количества избыточной биомас-

сы, когда она не является целевым продуктом. 

Ограничениями метода высокоплотностного культивирования являются посте-

пенное накопление внеклеточных метаболитов, ингибирующих процессы роста и 

биосинтеза, а также более высокие требования к качеству используемых субстратов 

[132, 1175-1177]. В некотором отношении высокоплотностное культивирование 

представляет собой замкнутую биотехнологическую экосистему, в которой накап-

ливается популяция микроорганизмов и продукты их жизнедеятельности. Удаление 

последних тем или иным способом из среды позволяет в идеальном случае обеспе-

чить рост популяции вплоть до плотности упаковки микробных клеток без снижения 

производительности биореактора. 

Высокоплотностное культивирование часто проводят с аэрацией среды чистым 

кислородом (или воздухом, обогащенным кислородом) [1168, 1171] или в среду по-

дают пероксид водорода, а подачу субстрата осуществляют дробно – по сигналу 

датчика растворенного кислорода, т.е. в режиме оксистата (концентрация раство-

ренного кислорода начинает быстро возрастать при исчерпании органического суб-

страта в среде). Подпитка углеродным субстратом осуществляется небольшими 

порциями и поддержанием концентрации растворенного кислорода на уровне 10–

30% от равновесной за счет регулирования количества субстрата, добавляемого с 
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очередной порцией [24, 1171, 1172, 1178-1180]. Поддержание аэрации на этом 

уровне достаточно для физиологических потребностей микроорганизмов-

продуцентов и в то же время не приводит к чрезмерному перерасходу энергии. 

Ведение ферментации в режиме высокоплотностного культивирования с под-

питкой высококонцентрированным субстратом, таким как меласса без разбавления, 

упаренная или сухая молочная сыворотка, этанол, н-алканы и др., может быть ис-

пользовано, в частности, для получения кормового белка микроорганизмов. Среда 

содержит минимальное количество минеральных компонентов, соответствующее 

стехиометрическим расчетам, т.е. без их избытка. Субстрат и минеральные компо-

ненты вносятся в ферментационную среду по мере их исчерпания, что определяется 

по возрастанию текущей концентрации растворенного кислорода. В конце фермен-

тации образуется минимальное количество сточных вод с минимальным содержани-

ем остаточных загрязнений: органических веществ, минеральных компонентов. 

Наличие высокоплотностной суспензии в конце ферментации позволяет полу-

чить кормовую биомассу по схеме ферментация – сушка, снизить тем самым объем 

сточных вод и количество затрачиваемой энергии или топлива на удаление избыточ-

ной влаги из продукта. Аналогичный процесс высокоплотностного культивирования 

может быть, на наш взгляд, апробирован для малосточной системы биодеструкции 

загрязненного высококонцентрированного потока с постепенной подачей его без раз-

бавления в зону биоокисления, что уменьшит объем вторичных стоков на выходе. 

Наиболее известные примеры высокоплотностного культивирования – биосин-

тез рекомбинантных белков и других биологически активных веществ дрожжами 

Pichia pastoris, Hansenula polymorpha, Saccharomyces cerevisiae, бактериями E. coli 

[1171, 1172, 1174, 1181-1194].  

Высокоплотностное культивирование штаммов S. cerevisae находит довольно 

большой спектр применения для получения внутриклеточных и внеклеточных про-

дуктов, синтезируемых дрожжами, и в ряде публикаций рассматриваются режимы и 

способы культивирования этих дрожжей [1195].  

Заслуживает внимания публикация [1191], где рассматривается получение вы-

сокой клеточной концентрации штамма Saccharomyces cerevisiae JUL3 с целью по-

лучения из этой массы β-глюкана – компонента клеточной стенки, который является 

одним из самых распространенных среди клеточных полисахаридов. При использо-

вании в качестве продуцента  штамма Saccharomyces cerevisiae JUL3 в режиме высо-

коплотностного культивирования удалось достичь концентрации клеток 95,7 г/л при 

использовании 50 % раствора мелассы. Полученная клеточная концентрация была 

почти в 2,4 раза больше, чем при отъемно-доливном культивировании.  
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Также высокоплотностное культивирование предложено использовать для полу-

чения молочнокислых бактерий [1196-1198]. Так, в патенте КНР 101230323 [1199] 

рассматривается технология снятия стресса при высокоплотностном культивировании 

бактерий симбионтов, а также простая и эффективная технология обогащения куль-

тур, которые могут применяться для высокоплотностного культивирования L. 

acidophillus и B. bifidum. Изобретение использует два типа химических веществ для 

устранения pH- и кислородного стресса – соответственно соли с щелочной реакцией 

(карбонат кальция или цитрат натрия) и антиоксидант (аскорбиновая кислота или эри-

торбовая), что приводит к увеличению количества живых бактерий в 2–4 раза. 

В нашей работе объектом исследования при получении кормовой биомассы ме-

тодом высокоплотностного культивирования служили дрожжи из р. Candida, а 

именно C. utilis и C. tropicalis – потенциальные продуценты, используемые в круп-

номасштабных процессах получения кормового дрожжевого белка на различных 

субстратах. В лабораторных условиях дрожжи C. utilis и C. tropicalis способны расти 

с высокой скоростью на простых минеральных средах с такими углеродными суб-

стратами, как сахароза, глюкоза, этанол, уксусная кислота, н-алканы и доминирова-

нием в неасептических условиях. Такая их способность упрощает работу с ними и 

задачу анализа кривых роста дрожжевой популяции при различных воздействиях 

внешних факторов.  

 

3.1.2. Получение этанола 

 

Из различных продуктов брожения в России накоплен огромный опыт по круп-

нотоннажному микробиологическому получению этанола. На долю исходного сырья 

приходится до 70–85% в себестоимости этилового спирта [1200, 1201]. С учетом 

структуры себестоимости продукции приоритет в повышении технико-экономической 

и эколого-экономической эффективности, как и при получении кормовых продуктов, 

следует отдавать стадии ферментации. 

Среди мер экологизации производства, использования превентивных мер с це-

лью снижения вторичных отходов и поступления загрязнений в окружающую среду 

при получении биоэтанола, молочной кислоты и других продуктов брожения наибо-

лее важной считается решение проблемы утилизации барды, остающейся после вы-

деления основного продукта, а также использование биомассы микроорганизмов как 

неизбежного побочного продукта, остающегося после брожения. Ежегодно спирто-

выми заводами производится около 10 млн. м
3
 этого отхода [1202]. Такой объем не-

возможно полностью реализовать в натуральном виде как кормопродукта. Это при-

водит к его потерям и загрязнению окружающей среды. Некоторые предприятия вы-
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нуждены сокращать объемы производства из-за невозможности утилизации отходов. 

Более того, согласно относительно недавним изменениям в законодательстве об 

охране окружающей среды, заводы, не утилизирующие отходы, не могут продол-

жать работу. 

Другие традиционные решения по совершенствованию стадии ферментации 

связаны с использованием штаммов микроорганизмов и биореакторов с более высо-

кой продуктивностью, снижением содержания побочных внеклеточных продуктов 

метаболизма, с максимальной степенью конверсии углеводного субстрата в целевой 

продукт и достижением максимальной конечной концентрации целевого продукта 

(снижение затрат на концентрирование и очистку целевого продукта, объемов бар-

ды, сточных вод, поступления загрязнений в окружающую среду в виде остаточных 

компонентов питательных сред и побочных продуктов биосинтеза в сточной воде) 

[1202-1206]. 

В спиртовом производстве дрожжи выращивают в микроаэрофильных и не-

асептических условиях. Следы кислорода в среде необходимы для синтеза дрожжа-

ми эргостерина, ненасыщенных жирных кислот, входящих в состав липидов и кле-

точных мембран [1200]. Для того, чтобы предотвратить инфицирование, поддержи-

вают рН в пределах 3,8–4,0. Этот рН можно создать добавлением, например, соля-

ной, серной, ортофосфорной, уксусной, лимонной и других кислот. 

При правильном ведении дрожжей смена культуры требуется очень редко. Не-

которые заводы работают на одной и той же культуре в течение нескольких лет. 

ВНИИ пищевой биотехнологии отселекционированы расы термотолерантных 

дрожжей S. cerevisiae 985 Т, которые успешно были внедрены на заводах отрасли [1207, 

1208]. Дрожжи расы 985 Т выдерживают не только высокие температуры брожения (до 

38°С), но и кислотоустойчивы, конкурентоспособны по отношению к посторонней 

микрофлоре, выдерживают повышенные концентрации спирта (до 12–14%). 

Классические способы брожения (периодический, непрерывно-поточный, про-

точно-рециркуляционный, циклический) имеют ряд недостатков (отсутствие асепти-

ческих условий и инфицированность бражки, наличие недосброженных остатков 

крахмала и других углеводов, недостаточно высокая интенсивность брожения), по-

этому за рубежом и у нас в стране уделяется много внимания и продолжает оставаться 

актуальным совершенствование способов и технологии спиртового брожения.  

В типичном варианте повышения продуктивности бродильного аппарата био-

масса дрожжей отделяется от бражки сепарацией. Часть получаемого концентрата 

биомассы рециркулируется на стадию брожения [1200]. Это приводит к повышению 

выхода этилового спирта на 10% и уменьшению количества сточных вод. Однако 

проведение непрерывного процесса брожения на сахар- и крахмалсодержащем сы-
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рье при рециркуляции дрожжевой биомассы часто приводит к бактериальному за-

ражению. Кроме того, сепарация не используется при сбраживании сусла с высоким 

содержанием твердой фазы, в частности, зерновой дробины, остающейся в сусле при 

разваривании зерна.  

Ферментацию с рециклом биомассы можно реализовать при использовании фло-

кулирующих и оседающих дрожжей в реакторах с восходящим потоком субстрата 

[1200, 1209, 1210]. В таком реакторе достигается высокая концентрация клеток без 

использования механического сепаратора, и при времени пребывания среды в реакто-

ре 4 ч, концентрации сахара 12% наблюдается продуктивность до 25 г/л по этанолу 

при сбраживании 90% сахарозы и степени конверсии сахарозы в этанол 90%. 

Разработаны способы проведения процесса при удалении этанола с помощью 

жидкостной экстракции и вакуумной отгонки. В результате снижается ингибирую-

щее действие этанола и в несколько раз повышается продуктивность реактора (см. 

раздел 1.2.1). Большое внимание уделялось и продолжает уделяться аналогичным 

процессам удаления этанола из ферментационной среды с применением мембранно-

го биореактора, позволяющего достигнуть высокой продуктивности биореакторов – 

вплоть до 100 г/л.ч по этанолу (см. раздел 1.2.2). 

При сбраживании мелассы с рециркуляцией барды и биомассы дрожжей на 

стадию брожения расход мелассы снижается на 8%. Рециркуляция 15–70% барды из 

предыдущей партии на стадию брожения обеспечивает снижение на 13–17% расхода 

воды и объема барды, сбрасываемой на очистные сооружения [1211].  

На ФГУП «Биотехнологический завод» использовали периодическое брожение. 

После осахаривания сусло через ловушку сусловым насосом подавали в пластинча-

тый теплообменник для охлаждения до 25–27
о
С и далее в бродильное отделение. 

После трёх суток брожения зрелую бражку перекачивали в передаточный чан для 

дальнейшей переработки на брагоректификационной установке [1212]. 

Использовали культуру термотолерантных дрожжей S. cerevisiae Meyen расы Т 

985 по ТУ 9182-400-00008064-2000. Дрожжи вели по методу естественно-чистой 

культуры в соответствии с технологической инструкцией [1207] при поддержании 

кислотности сусла в пределах от 0,7–0,8
о
 (рН от 3,6 до 3,8). Подкисление дрожжевого 

сусла производили серной кислотой. В обычном режиме производственного цикла в 

качестве засевных дрожжей использовали зрелые дрожжи из очередной дрожжанки 

перед их спуском в бродильный чан. При необходимости получали чистую культуру 

дрожжей путем последовательных пересевов с доведением объема среды до произ-

водственной дрожжанки.  

Для разведения дрожжей сусло готовили из ржаной или пшеничной муки и во-

ды, подкисляли, профильтровывали  и обрабатывали бактериальной α-амилазой при 
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температуре от 85 до 90
о
С в течение 1 ч и глюкоамилазой при температуре 56–57

о
С 

в течение от 2 до 3 ч. 

На стадии приготовления сусла в дрожжанке перед стерилизацией в сусло вво-

дили дополнительное минеральное питание в виде карбамида из расчета 500–700 г 

на 1 м
3
 сусла. Стерилизацию сусла проводили при температуре 80–85

о
С в течение от 

20 до 30 мин. 

Сусло для дрожжей получали по действующей на заводе схеме производства с 

использованием доброкачественной пшеницы, ржи или их смеси. Концентрация 

сусла в осахаривателе была не менее 17 % по сахарометру. 

Несмотря на отработанность рассмотренной выше процедуры получения по-

севного материала на ФГУП «Биотехнологический завод», ее недостатками остава-

лись низкая засевная плотность дрожжевой культуры и высокая вероятность инфи-

цирования дрожжей. Таким образом, проблема инфицированности сбраживаемого 

сусла остается актуальной и требует своего решения в условиях модернизации про-

изводства.  

Для спиртового брожения наиболее опасны разнообразные кислотообразующие 

бактерии, обладающие высокой кислото- и спиртоустойчивостью, такие как молоч-

нокислые бактерии р. Lactobacillus и др. Они снижают концентрацию этанола в 

культуральной жидкости и образуют молочную и уксусную кислоты, ингибирую-

щие рост дрожжей [1213-1216]. 

В качестве профилактической меры для уменьшения инфицированности 

дрожжей применяют мойку, дезинфекцию и тепловую обработку технологического 

оборудования паром или химическими средствами, стерилизацию воздуха при полу-

чении чистой культуры дрожжей, снижение pH, добавление антимикробных веществ 

[1205, 1216-1219]. Поскольку дрожжи обладают каталазной активностью в отличие 

от молочнокислых бактерий и благодаря эколого-гигиеническим преимуществам 

весьма привлекательным решением представляется внесение в среду с дрожжами 

пероксида водорода в качестве средства, уменьшающего численность молочнокис-

лых бактерий [1162]. Для пролонгирования и повышения эффективности бактери-

цидного действия пероксида водорода предложено использовать H2O2, стабилизиро-

ванный мочевиной и вносимый после разваривания сусла на стадии ферментативно-

го осахаривания крахмала зерна перед внесением дрожжей [1163]. Этим предотвра-

щается быстрый распад H2O2 под действием каталазы дрожжей и повышается бакте-

рицидный эффект. Кроме того, мочевина, стабилизирующая H2O2, используется 

дрожжами в качестве источника азота. 

При рассмотрении в разделе 2.4 особенностей воздействия пероксида водорода 

на микроорганизмы уже отмечалось, что у дрожжей-сахаромицетов, как и у других 
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эукариот, H2O2 может вызывать не только состояние оксидативного стресса [348] с 

индукцией и репрессией ферментов, входящих в систему отклика на стресс, но и из-

менять интенсивность синтеза ряда ключевых ферментов катаболизма и анаболизма, 

в частности активизировать синтез гексокиназы, ферментов пентозо-фосфатного 

цикла и регенерации NADPH [811], изменять проницаемость клеточной мембраны 

для H2O2 в адаптированных к H2O2 клетках [415]. 

Таким образом, представляется целесообразным исследование метода культи-

вирования дрожжей-сахаромицетов с целью получения качественного посевного ма-

териала с минимальным содержанием посторонней микрофлоры и использованием 

H2O2 не только как бактерицидного средства, но и агента, регулирующего физиоло-

гическое состояние клеток дрожжей. Не исключено, что изменения в дрожжевых 

клетках, адаптированных к H2O2, будут благоприятно влиять на накопление посев-

ной культуры и ее стартовую бродильную активность. 

 

3.1.3. Получение молочной кислоты из углеводного сырья 

 

В диссертационной работе как экологически дружественные были апробирова-

ны следующие совмещенные процессы при получении молочной кислоты: 

- культивирование молочнокислых бактерий – продуцентов молочной кислоты с 

совмещением биологического процесса и выводом бесклеточной культуральной жид-

кости в мембранном биореакторе для повышения продуктивности биореактора, сни-

жения количества образующихся вторичных отходов в виде избыточной биомассы; 

- апробация совмещенного стрессорного и антистрессорного воздействия для 

повышения выхода молочной кислоты, устойчивости процесса биосинтеза. 

 

3.1.3.1. Основные сферы применения молочной кислоты 

 

Молочная кислота широко используется в самых различных областях, при этом 

около 50 % от выпускаемого объема молочной кислоты потребляется в пищевой от-

расли и 45% – в промышленности [1220-1226]. 

При общей мировой потребности около 1,5 млн. т потребность в молочной кис-

лоте в непищевых областях применения оценивается на данный момент в 500–700 

тыс. т/год [1224, 1227, 1228]. Фирмы Archer Daniels Midland Company (США), Na-

tureWorks (США), Corbion Purac (США), Purac (Нидерланды), Galactic (Бельгия), 

CCA Biochemical Co. (Changzhou, КНР), Henan Jindan Lactic Acid Technology (КНР), 

Musashino Chemical Co. (КНР) являются крупнейшими производителями молочной 

кислоты.  
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На основе молочной кислоты получают биоразлагаемые полимеры – полилак-

тид (PLA) и различные его модификации [1229-1237]. По химической структуре по-

лилактид представляет собой линейный полиэфир молочной кислоты, получаемый 

из лактида – циклического димера молочной кислоты. Во всех промышленных про-

цессах исходным сырьем для получения лактида является только молочная кислота, 

а для синтеза из нее полилактида требуемой молекулярной массы (не менее 100 кДа) 

используются энерго- и ресурсоемкие технологии очистки лактида от микроприме-

сей молочной кислоты (до 10
-6

 моль/г). В 2014 г. мировые мощности по производ-

ству полилактида достигли 300–400 тыс. т/год при варьировании цены от $1800/т (в 

США) до $3500/т (в Китае) [1224, 1228, 1236]. По прогнозу, изложенному на заседа-

нии президиума Совета по модернизации экономики и инновационному развитию 

России от 4 февраля 2014 года, к 2020 году Россия должна была производить 400 

тыс. тонн в год собственного полилактида.  

Несмотря на заявленные планы по состоянию на 2019 г. в России полилактид 

выпускали лишь несколько компаний, в основном в качестве упаковочных материа-

лов. Суммарное количество выпускаемого полилактида составляет не более не-

скольких сотен тонн в год. Широкое внедрение полилактида как полимера бытового 

и технического назначения сдерживается более высокой стоимостью по сравнению с 

традиционными полимерами, значительный вклад в которую вносит себестоимость 

молочной кислоты. Стоимость PLA пока выше на 10–50% стоимости полимеров, по-

лученных традиционным способом. 

 

3.1.3.2. Молочная кислота, основные особенности ее получения  

микробиологическим синтезом, выделения и очистки 

 

Молочная (2-гидроксипропановая) кислота существует в виде двух оптических 

изомеров (энантиомеров), L(+) - и D(-). Химический синтез дает смесь L-молочной 

кислоты и D-молочной кислоты. Оптически активные формы (L-лактат и D-лактат), 

а также рацемическую смесь изомеров получают, в основном, микробиологическим 

синтезом, используя способность некоторых бактерий и грибов сбраживать углевод-

содержащие субстраты до молочной кислоты. При этом, поскольку только L-изомер 

молочной кислоты является биологически активной формой, которая быстро и це-

ликом утилизируется организмом человека или животного, основные усилия в био-

синтезе молочной кислоты были традиционно направлены на использование штам-

мов, образующих L-изомер. L(+) – молочная кислота по классификации США отно-

сится к GRAS-соединениям (Generally Recognized As Safe), безопасным для исполь-

зования в пищевых целях. D(-) – молочная кислота относительно безопасна, но ино-
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гда отрицательно влияет на метаболизм у человека, вызывая ацидоз и декальцифи-

кацию [1221]. 

Само производство молочной кислоты микробиологическим синтезом является 

одним из старейших в мире и основано на технологии молочнокислого брожения 

(ферментации) [1220, 1221, 1238, 1239]. 

В большинстве стран молочную кислоту традиционно вырабатывают из саха-

росодержашего сырья (меласса свекловичная, сахар-сырец, патока рафинадная, сок 

сорго, молочная сыворотка). Классический способ получения молочной кислоты 

предусматривает периодическое культивирование с использованием гомофермента-

тивных молочнокислых бактерий (МКБ) семейства Lactobacillaceae с добавлением в 

питательную среду мела для нейтрализации образующейся молочной кислоты [1220, 

1239-1241]. Полученный раствор фильтруют, очищают активным углем, концентри-

руют, охлаждают и выкристаллизовывают из него лактат кальция. К выделенному 

лактату кальция добавляют серную кислоту, при этом в раствор переходит молочная 

кислота и выпадает в осадок сульфат кальция (гипс – CaSO4х2Н2О).  

По такой технологии: время ферментации составляет от 2 до 6 суток; выход 

молочной кислоты не превышает 83–87%; производительность биореактора по мо-

лочной кислоте не более 5–8 г/(л.ч); потребление концентрированной серной кисло-

ты – не менее 550 кг на 1 т молочной кислоты; количество отходов сульфата кальция 

(гипса) – не менее 770 кг на 1 т молочной кислоты. Последнее является основным 

недостатком традиционного метода, поскольку гипсу трудно найти квалифициро-

ваннное применение.  

По другому варианту выделяющуюся в ходе биосинтеза молочную кислоту 

нейтрализуют водным раствором аммиака с получением раствора лактата аммония. 

В отличие от первого, второй вариант может быть осуществлен как полупериодиче-

ским, так и непрерывным способом. Однако и в этом случае в качестве отхода обра-

зуется сульфат аммония.  

Еще одним недостатком традиционного метода является использование в со-

ставе питательной среды в значительных количествах дорогостоящих компонентов: 

факторов роста, органических соединений азота, в которых нуждаются молочнокис-

лые бактерии [1223, 1242-1244]. По данным [1245, 1246] и компании Uhde, затраты 

на ростовые факторы достигают 30–38% от общих затрат на получение молочной 

кислоты. При использовании в качестве продуцентов менее требовательных к пита-

тельной среде грибных и дрожжевых культур, как правило, ухудшаются выход и ко-

нечная концентрация молочной кислоты, в некоторых случаях часть углеводного 

субстрата может превращаться в этанол и нецелевые органические кислоты, что 
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усложняет последующие стадии выделения и очистки. Все это повышает затраты на 

ферментацию и выделение МК. 

 

3.1.3.3. Виды и штаммы микроорганизмов для получения молочной кислоты 

 

Молочная кислота является метаболитом микроорганизмов различных таксо-

номических групп и может быть получена путем сбраживания различных углевод-

содержащих субстратов с использованием бактерий, грибов, дрожжей, водорослей и 

цианобактерий.  

К промышленно ценным продуцентам молочной кислоты можно отнести пред-

ставителей бактерий и микроскопических плесневых грибов, основные из которых 

представлены бактериями рр. Lactobacillus, Streptococcus, и Pediococcus. 

Большинство МКБ нуждается в ряде витаминов и аминокислот, а также в пу-

ринах и пиримидинах. Поэтому эти бактерии культивируют на сложных средах, со-

держащих относительно большие количества дрожжевого экстракта или другого ис-

точника ростовых факторов [1247]. В отсутствие ростовых факторов на среде с глю-

козой и солями аммония не может расти ни один представитель этой группы. 

Представители родов Lactobacillus и Lactococcus имеют статус GRAS [1248, 

1249] и наиболее часто используются в пищевой промышленности для предотвра-

щения порчи продуктов [1250]. Среди них выявлены наиболее важные и 

перспективные продуценты молочной кислоты.  

Молочнокислые бактерии способны только к брожению, при этом ряд предста-

вителей Lactobacillus сбраживают различные сахара [1251-1254]. Некоторые из ви-

дов молочнокислых бактерий (L. amylophilus, L. amylovorous, L. plantarum, L. fermen-

tum, L. manihotivorans) способны непосредственно сбраживать в молочную кислоту 

крахмал, гидролизуемый с помощью секретируемых во внешнюю среду α-амилаз 

[1228, 1255-1258], а также гидролизаты растительных материалов, содержащие са-

хара [1259-1261]. 

МКБ не содержат гемопротеинов (например, цитохромов и каталазы) и актив-

ной дыхательной цепи переноса электронов. Однако, несмотря на это, могут расти в 

присутствии кислорода воздуха, потому как будучи анаэробами, они все же аэрото-

лерантны. Считается, что если какая-нибудь бактерия растет в аэробных условиях, 

но не образует каталазу, то ее с большой вероятностью можно отнести к молочно-

кислым бактериям [365, 1251-1253]. Вместе с тем, некоторые МКБ, в частности, 

представители Lactobacillus plantarum, L. casei содержат гены, кодирующие синтез 

ферментов аэробного дыхания, и способны переходить к аэробному дыханию при 

добавлении гем-содержащих компонентов в питательную среду [684, 1221, 1262, 
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1263]. В отсутствие каталаз в защите от образующихся в аэробных условиях актив-

ных форм кислорода участвуют пероксидазы, NADH:H2O2 оксидаза, Mn-

содержащая псевдокаталаза [1247]. 

В зависимости от вида бактерии-продуценты могут расти в диапазоне рН 3,5–

9,6 и при температуре 7–45 °C. Наилучшая бродильная активность проявляется при 

рН 5,5–6,5, температуре 30–40˚С. Среди МКБ выявлены и психрофилы, которые мо-

гут развиваться и при температуре около 3˚С, и термофилы, способные расти при 

45–62˚С [1264].  

Из микроскопических грибов, как продуцентов молочной кислоты, наибольшее 

внимание уделяется мукоровым грибам р. Rhizopus. Грибы R. oryzae и R. arrhizus бо-

лее устойчивы к накапливаемой молочной кислоте [1265], способны расти на деше-

вых и простых, практически минимальных средах с гексозами и пентозами, глицери-

ном в качестве источника углерода и, обладая амилолитической активностью, утили-

зировать крахмалсодержащее сырье без предварительного осахаривания [1266-1271].  

Дрожжи не способны продуцировать молочную кислоту в большом количестве, 

но они отличаются большей устойчивостью к низким pH по сравнению с молочно-

кислыми бактериями, что имеет определенные технологические преимущества 

(большая устойчивость к инфицированию, отсутствие необходимости добавлять ще-

лочной реагент в ферментационную среду для поддержания pH). К настоящему вре-

мени созданы рекомбинантные штаммы дрожжей рр. Kluyveromyces, Saccharomyces, 

Pichia, Candida, Trichosporon, Yamadazmya, с использованием которых удается до-

стичь высокой продуктивности биореакторов. Такие штаммы, как правило, содержат 

внедренные в геном гены лактатдегидрогеназ, и блокированные гены пируватдекар-

боксилаз. Источником гена лактатдегидрогеназы в большинстве случаев являются 

молочнокислые бактерии сем. Lactobacilliaceae, реже бактерии р. Bacillus, грибы 

Rhizopus oryzae [1228, 1272-1276]. 

Несомненным достоинством подхода с конструированием рекомбинантных 

продуцентов дрожжей и грибов является возможность создания штаммов-

продуцентов с относительной кислотоустойчивостью и заранее известными потреб-

ностями в факторах роста, синтезирующих требуемый оптический изомер молочной 

кислоты (L или D) или рацемат.  

Вместе с тем, анализируя использование для биосинтеза лактатов генно-

модифицированных штаммов дрожжей, можно отметить главные недостатки про-

цесса: низкую продуктивность, которая, как правило, лишь немного превышает 3 

г/л.ч, неполную конверсию субстрата (65–88%), а также образование побочных про-

дуктов (этанола, органических кислот), что снижает эффективность биосинтеза. 

Кроме того, такие штаммы требуют специфических условий поддержания и, как 
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правило, наличия в среде селективного фактора, предотвращающего потерю генети-

ческой конструкции, например, антибиотика. Дрожжевые и грибные культуры, как 

облигатные аэробы, требуют усиленной аэрации со скоростью подачи кислорода бо-

лее чем 0,3 г O2/л.ч [1277], что ограничивает продуктивность биореактора вслед-

ствие невысоких скорости роста и массообмена [1221, 1223, 1278, 1279], поэтому 

бактериальные продуценты, не требующие аэрации среды, в настоящее время вы-

глядят предпочтительнее [1221, 1223, 1241]. 

Важными для выбора продуцентов молочной кислоты являются требования го-

моферментативности процесса сбраживания углеводов, что необходимо для получе-

ния высокого выхода молочной кислоты из сбраживаемого субстрата. Гомофермен-

тативные молочнокислые бактерии сбраживают глюкозу практически стехиометри-

чески по фруктозобифосфатному пути: 

C6H12O6 → 2 CH3COCOOH, 

т.е. образуют практически только одну молочную кислоту (она составляет не менее 

85–90% всех продуктов брожения). Лишь небольшая часть пирувата декарбоксили-

руется, превращаясь в ацетат, этанол и СО2, а также в ацетоин. Количество образу-

ющихся побочных продуктов зависит от доступа кислорода. К этой группе бактерий 

относятся некоторые представители сем. Lactobacillaceae: L. lactis, L. bulgaricus, L. 

acidophilus, L. amylophilus, L. helveticus, L. delbrueckii, L. salivarius, L. casei, L. para-

casei, L. plantarum, а также некоторые виды родов Carnobacterium и Enterococcus 

[1247, 1254, 1280].  

Гетероферментативные молочнокислые бактерии осуществляют сбраживание 

сахаров по пентозофосфатному пути. Конечными продуктами этого процесса явля-

ются лактат, этанол и уксусная кислота. Максимальный выход молочной кислоты 

при гетероферментативном сбраживании углеводов не превышает 0,6 г на 1 г пен-

тоз. Поэтому гетероферментативные бактерии неперспективны для микробиологи-

ческого получения молочной кислоты (низкая степень конверсии субстрата в целе-

вой продукт), однако часто используются в молочной промышленности для приго-

товления кисломолочных продуктов. 

К облигатным гетероферментативным молочнокислым бактериям относятся L. 

brevis, L. fermentum, L. buchneri, L. parabuchneri, L. reuteri, L. viridescens [1247, 1254], 

а также бактерии р. Leuconostoc, бифидобактерии Bifidobacterium bifidum. 

Следует отметить, что понятие гомоферментативности и гетероферментативно-

сти конкретного вида бактерий не носит абсолютного характера. Многие виды и 

штаммы способны переключаться на гетероферментативный способ сбраживания 

субстрата при определенных условиях: сбраживании различных сахаров, отличных 
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от глюкозы, пентоз, при стрессовых условиях (высокие pH, неоптимальные темпера-

туры) [1281-1283].  

Среди наиболее известных продуцентов молочной кислоты практически чи-

стую L-форму лактата (содержание около 100 %) образуют Lactobacillus casei и под-

виды L. casei var. casei, L. casei var. rhamnosus, L. casei var. tolerans, L. casei var. 

alactosus [1254, 1280, 1284]. Бактерии рр. Bacillus и Enterococcus, мукоровые грибы 

Rhizopus и плесневые грибы вида Aspergillus oryzae синтезируют только L-молочную 

кислоту.  

Штаммов МКБ, продуцирующих оптически чистую D-МК, относительно не-

много. В частности, р. Lactobacillus насчитывает всего несколько видов, исследо-

ванные штаммы которых выделяют только D-МК: L. pantheris, L. jensenii, L. coryni-

formis, L. delbrueckii (разные подвиды), L. vulgaricus [1254, 1280]. Практически толь-

ко D-молочную кислоту синтезируют бактерии р. Leuconostoc. 

 

3.1.3.4. Особенности молочнокислых бактерий как объектов исследования 

и основные условия культивирования при биосинтезе молочной кислоты 

 

Процессы биосинтеза таких метаболитов как молочная кислота ведутся чисты-

ми культурами микроорганизмов, что обусловливает соблюдение стерильности или, 

как минимум, асептических условий. С точки зрения требований к штаммам-

продуцентам важны высокие степень конверсии субстрата и уровень накопления 

МК, высокая продуктивность биореактора, способность расти на относительно про-

стых и дешевых средах, устойчивость к высоким концентрациям МК, способность 

образовывать конкретный оптический изомер МК (в некоторых случаях допустимо 

образование рацемата) и непатогенность штамма-продуцента. Общими в любом 

случае остаются требования гомоферментативности осуществляемого продуцентом 

процесса сбраживания углеводов по причине более высокого выхода молочной кис-

лоты и, соответственно, менее затратного выделения МК [1250, 1258, 1285].  

По литературным данным наибольшим выходом L-молочной кислоты облада-

ют некоторые штаммы Lactococcus lactis ssp. lactis, Lactobacillus casei, Lactobacillus 

paracasei. Наибольшая продуктивность отмечена у штаммов L. casei, L. bulgaricus, L. 

lactis ssp. lactis. Они способны накапливать в среде до 100–120 г/л, а в некоторых 

случаях и более, молочной кислоты при степени конверсии субстрата близкой к 

100% [1221].  

Выделение антимикробных веществ – бактериоцинов (лактоцинов) молочно-

кислыми бактериями [1247, 1286], а также пероксида водорода [983], их относитель-

но низкая чувствительность к накапливаемой молочной кислоте обусловливают до-
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минирование МКБ, устойчивость их роста и биосинтеза при нарушении асептично-

сти процесса, что важно в условиях крупнотоннажного промышленного культиви-

рования. Другим преимуществом молочнокислых бактерий является возможность 

использования их биомассы в кормовых целях [1287]. Этот факт решает проблему 

утилизации избытка биомассы при использовании МКБ для промышленного полу-

чения молочной кислоты. 

Вместе с тем, недостатком молочнокислых бактерий остается их существенное 

требование к содержанию в питательной среде различных, часто дорогостоящих 

азотсодержащих органических субстратов – источников аминокислот, витаминов, 

микроэлементов и других факторов роста.  

Имеется широкий перечень питательных сред, используемых для культивиро-

вания лактобактерий, но не всегда искусственная среда отвечает питательным по-

требностям бактерий. Например, классическая МРС-среда [1288], широко использу-

емая на практике, не всегда оптимальна в отношении органического азота, источни-

ков марганца, магния, фосфора, поэтому стараются найти альтернативные и более 

дешевые источники углерода и других компонентов питательной среды. 

Традиционными субстратами для получения молочной кислоты являются раз-

личные легкодоступные моно- и дисахариды, источником которых служит крахмал-

содержащее сырье (кукуруза, картофель, пшеница, рис, тапиока (маниока), сладкое 

сорго, кассава, рожь и другие крахмалсодержащие продовольственные культуры 

[1221]. Наиболее легко сбраживаемыми субстратами являются глюкоза (декстроза) и 

глюкозные сиропы различного качества, как конечные продукты процессов конверсии 

крахмала с применением либо химического, либо ферментативного гидролиза. В про-

мышленности возможно применение сахарозы и мелассы как более дешевых источ-

ников углерода. Многие известные гомоферментативные организмы Lactobacillus мо-

гут использовать сахарозу, за исключением L. bulgaricus и L. helveticus. Эффективные 

продуценты выявлены среди L. delbrueckii, которые пригодны для ферментации саха-

розы, мелассы, патоки, багассы, других сахаросодержащих отходов [1289-1296]. 

В качестве источника азотсодержащих ростовых факторов могут служить раз-

нообразные растительные, животные, дрожжевые гидролизаты и экстракты. Обычно 

используются дрожжевой экстракт, кукурузный экстракт, пептоны, соевые гидроли-

заты [1223, 1241, 1242, 1244, 1297-1309], автолизаты [1310]. 

Заменить дрожжевой экстракт в составе питательных сред другими источника-

ми азота довольно сложно, так как он содержит важные для молочнокислых бакте-

рий факторы роста – витамины и микроэлементы [1302, 1308, 1311, 1312]. Поэтому 

выход продукта при замене дрожжевого экстракта зачастую бывает ниже, чем при 

его использовании. Например, замена дрожжевого экстракта на жидкий кукурузный 
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экстракт в качестве источника азота привела к снижению продуктивности синтеза 

молочной кислоты культурой L. rhamnosus в два раза [1313].  

Для лактобактерий оптимальная температура обычно находится в диапазоне 

30–37 
о
С, pH 5,0–5,7. Лактобактерии неспорообразующие, поэтому при повышении 

температуры выше сублетальных величин погибают, однако они легко переносят 

высушивание, устойчивы к диоксиду углерода и этанолу, многие виды могут суще-

ствовать при содержании спирта в среде 10–15% и более. МКБ, в целом, более 

устойчивы к закислению (pH<5), чем большинство других микроорганизмов, что 

позволяет им успешно конкурировать с другими бактериями в этих условиях [1254]. 

В классическом культивировании лактобактерий с получением молочной кис-

лоты в процессе периодической ферментации наблюдается снижение pH в результа-

те ее выделения. Во избежание ингибирования роста и биосинтеза в среду культиви-

рования вносят мел. Гидроксид аммония и гидроксид натрия – другие относительно 

дешевые и часто используемые реагенты для нейтрализации кислотности и поддер-

жания pH. Замена CaCO3 на NH4OH или NaOH необходима при реализации проточ-

ных методов биосинтеза и во избежание образования твердых шламов в виде суль-

фата гипса при выделении молочной кислоты [140, 1228, 1314]. Однако использова-

ние NH4OH или NaOH не сопровождается выведением образующегося лактата из 

водной фазы, что приводит к повышению ионной силы раствора и ингибированию 

синтеза молочной кислоты в поздней фазе роста [478, 1228, 1315]. 

Высокие концентрации субстрата в исходной среде или молочной кислоты, 

накапливаемой к концу ферментации, осуществляемой классическими периодиче-

скими или непрерывными способами, существенно ингибируют рост микроорганиз-

мов, снижают активность метаболизма [1316, 1317].  

 

3.1.3.5. Способы интенсификации процесса культивирования молочнокис-

лых бактерий и биосинтеза молочной кислоты 

 

Традиционный периодический режим культивирования имеет определенные 

преимущества, такие как приемлемая устойчивость к контаминации и достаточно 

высокий уровень накопления молочной кислоты, высокая степень конверсии суб-

страта (до 98%) в сравнении с другими методами культивирования [1283, 1318-

1320]. При росте на глюкозе увеличение начальной концентрации субстрата вплоть 

до 200 г/л приводит к повышению уровня накопления МК [1321, 1322]. Так, при ис-

пользовании штамма L. paracasei subsp. paracasei CB2121 конечная концентрация 

молочной кислоты достигала 192 г/л при начальной концентрации глюкозы 200 г/л 

[1284]. Вместе с тем, продуктивность традиционного простого периодического 
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культивирования с поддержанием рН среды невелика. Это обусловлено необходи-

мостью частого слива ферментера и циклическим производством продукта, низкими 

концентрациями накапливаемой биомассы, возможным ингибированием биосинтеза 

исходными начальными концентрациями субстрата и/или конечным продуктом 

[1323, 1317, 1320, 1324].  

Ненамного продуктивнее непрерывное хемостатное культивирование. Вариан-

ты хемостатного культивирования для продуцентов молочной кислоты описаны в 

многочисленных публикациях, причем как чистыми культурами молочнокислых 

бактерий, так и смешанными культурами, и даже рекомбинантными штаммами 

дрожжей [138, 139, 142, 1264, 1325-1332]. Хемостатная реализация непрерывного 

процесса не обеспечивает высокие степень конверсии субстрата в молочную кисло-

ту и конечные концентрации МК из-за расхода части субстратов на постоянный рост 

культуры и пополнение убыли биомассы, а также ингибирования биосинтеза накоп-

ленной молочной кислотой.  

Повышение продуктивности можно обеспечить путем: 1) более рационального 

профиля концентрации субстрата по ходу ферментации; 2) повышения концентра-

ции клеток продуцента в рабочей зоне; 3) снижения ингибирования роста и физио-

логической активности продуцента накапливаемым целевым продуктом за счет уда-

ления последнего из зоны ферментации [1221]. Поскольку процесс молочнокислого 

брожения протекает в анаэробных условиях, то обеспечение аэрации воздухом (кис-

лородом) не требуется, поэтому массообменные ограничения несущественны. 

Первый вариант с более рациональным профилем концентрации субстрата по 

ходу ферментации реализован в периодическом культивировании с подпиткой суб-

стратом (fed-batch cultivation) [1195, 1246, 1333-1337] и в двухстадийном процессе 

[1338-1340]. Подпитки могут вноситься в экспоненциальной фазе, фазе замедленно-

го роста, стационарной фазе. Все эти методы просты в исполнении и не требуют се-

рьезного аппаратурного оформления, позволяя при этом добиваться высокой про-

дуктивности биореактора и уровня накопления молочной кислоты. Контроль оста-

точного содержания глюкозы на постоянном уровне позволяет поддерживать необ-

ходимую физиологическую активность молочнокислых бактерий на протяжении 

всего цикла ферментации в режиме с подпиткой субстратом [1246]. Однако несмот-

ря на то, что способ культивирования с подпиткой субстратом является более пред-

почтительным по сравнению с периодическим и позволяет достигать высоких кон-

центраций молочной кислоты, продуктивность биореактора по-прежнему остается 

достаточно низкой.  

Использование иммобилизованных на носителе клеток МКБ позволяет, отча-

сти, повысить их концентрацию без вымывания из рабочей зоны биореактора и реа-
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лизовать биосинтез в периодическом или непрерывном режиме с одновременным 

отводом молочной кислоты из ферментационной зоны [1341-1349]. Достигнутые по-

казатели биосинтеза свидетельствуют о целесообразности приема иммобилизации 

биомассы для получения молочной кислоты, поскольку решается одновременно не-

сколько задач: повышается продуктивность реактора, культуральная жидкость в 

значительной мере освобождена от клеток, а в некоторых случаях удается снизить 

потребность культуры в ростовых факторах до приемлемого уровня. Однако вклю-

чение клеток в матрицу носителя имеет ряд недостатков, таких как диффузионные 

ограничения в транспорте субстрата к клеткам и отводе продукта, образование гра-

диента pH внутри частиц носителя, неравномерное обтекание слоя частиц подавае-

мым потоком с субстратом, потеря со временем физиологической активности клеток 

продуцента, а также механической прочности носителя из-за возможного размноже-

ния клеток и коррозионного действия молочной кислоты. Все это значительно удо-

рожает технологию биосинтеза молочной кислоты и в настоящее время не получило 

широкого практического применения.  

Повышение содержания биомассы продуцента в ферментационной зоне воз-

можно в циклическом отъемно-доливном режиме ферментации, в котором каждый 

цикл включает отстаивание в покое ферментационной среды с клетками и удаление 

части осветленной среды из зоны ферментации [1350].  

Другая возможность заключается в естественной самоиммобилизации микроб-

ных клеток в результате образования биопленок и агрегатов бактерий, флокулообра-

зования. Образование агрегатов наблюдается, в основном, у грибных культур, одна-

ко встречается и у молочнокислых бактерий, в частности, у Lactobacillus salivarius 

[1351]. Агрегация сопровождается образованием внеклеточных полисахаридов и 

приводит к увеличению содержания клеток продуцента в рабочей зоне и повыше-

нию продуктивности биореактора [1351].  

Самоагрегация термофильных молочнокислых бактерий в сообществе с други-

ми микроорганизмами была показана в работе корейских исследователей [1352-

1354]. Брожение модельной среды, содержащей 25 г/л глюкозы в качестве источника 

углерода, осуществлялось смешанной культурой, а именно анаэробным активным 

илом в UASB-реакторе с восходящим потоком жидкости. В этих условиях сначала 

наблюдалась флокуляция биомассы, аналогично таковой для дрожжей-

сахаромицетов [1209], через некоторое время начинали формироваться гранулы 

диаметром до 6 мм с доминированием бактериальных видов Bacillus coagulans и 

Lactobacillus fermentum. Процесс велся при температуре от 35 до 60 °C. Максималь-

ная концентрация молочной кислоты составляла 23 г/л, что соответствует выходу 

92%. Пиковая продуктивность биореактора достигала 67 г/л.ч при скорости разбав-
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ления среды 0,17 ч
-1

. Проведение биосинтеза в таком режиме позволяет осуществ-

лять процесс длительно без строгих требований к стерильности. 

Вариант процесса с отводом продуктов биосинтеза представляет сахарифика-

ция с одновременной ферментацией [SSF-процесс]. В этом случае исходный суб-

страт (крахмал, целлюлоза, гемицеллюлоза) гидролизуется с помощью вносимых 

или синтезируемых продуцентом ферментов до мономеров (гексоз, пентоз) с одно-

временным сбраживанием в молочную кислоту [1296, 1355-1366]. Сбраживание об-

разующейся в ходе ферментативного гидролиза глюкозы снижает ингибирование 

ферментов, а также катаболитную репрессию потребления других моносахаров глю-

козой, что повышает совокупную скорость гидролиза и брожения [1337, 1367, 1368]. 

Такой вариант ферментации может быть реализован с использованием смешанных 

культур микроорганизмов, в которых один из них обладает гидролитической актив-

ностью, а другой – сбраживает продукты гидролиза в молочную кислоту [1369]. 

Современное развитие идея снижения ингибирования роста и физиологической 

активности продуцента за счет отвода продукта из зоны ферментации получила при 

сочетании ферментации с поглощением выделяемой молочной кислоты экстракцией 

[92, 93, 1370-1374], адсорбцией [90], ионным обменом [91, 1375, 1376], диализом 

[1377, 1378], электродиализом [82, 105-112, 1379]. Такое удаление позволяет не толь-

ко повысить выход молочной кислоты, но и избежать внесения CaCO3 в ферментаци-

онную среду для нейтрализации кислотности, а с этим – образования гипса [1374]. 

В наибольшей мере апробировано сочетание ферментации с баромембранными 

процессами в мембранном биореакторе, МБР [117, 120, 136-143, 1196, 1197, 1223, 

1241, 1245, 1380, 1381]. В МБР могут использоваться микрофильтрационная, уль-

трафильтрационная или нанофильтрационная мембраны [74, 1382]. В таких систе-

мах достигается высокая плотность популяции клеток продуцента (до 10 раз выше, 

чем в простом периодическом процессе), в результате чего существенно повышается 

продуктивность реактора. 

В МБР чаще всего проводится одностадийный непрерывный процесс фермен-

тации с постоянным отводом бесклеточной среды с продуктом и добавлением экви-

валентного количества исходной питательной среды [120, 139, 142, 143, 1330, 1383], 

но апробированы двухстадийные процессы [1339, 1380, 1384] и отъемно-доливной 

метод культивирования [1350, 1381, 1382]. Биомасса продуцента может либо ча-

стично выводится из зоны ферментации для ее «омоложения», либо полностью 

удерживаться в рабочей зоне [1385, 1386].  

На сегодня в системе с МБР в лабораторных условиях достигнуты наибольшие 

продуктивности по молочной кислоте с использованием молочнокислых бактерий – 

до 50 г/л.ч и выше. Аналогичное повышение продуктивности наблюдается и для 



152 

других микроорганизмов, синтезирующих молочную кислоту [1387]. Поскольку 

процесс молочнокислого брожения анаэробный, то повышение продуктивности не 

лимитируется подачей воздуха или кислорода, как это наблюдалось бы при прове-

дении аэробной ферментации в МБР.  

Наряду с повышением продуктивности в МБР возможно обеспечение высокой 

степени конверсии исходного субстрата и высоких уровней накопления молочной 

кислоты [1383]. Другое преимущество заключается в возможности существенной 

экономии дорогостоящих ростовых факторов при удержании клеток в системе куль-

тивирования, поскольку расход этих компонентов питания на прирост клеток снижа-

ется [1350, 1381, 1388]. Так, в исследованиях Oh et al. [1350] в системе отъемно-

доливного культивирования с рециклом биомассы было достигнуто содержание кле-

ток 28 г/л с продуктивностью реактора 6,4 г/л.ч, при этом расход ростовых факторов 

составлял всего 26% по сравнению с их расходом в обычном периодическом про-

цессе.  

Вместе с тем, обычно – при непрерывной подаче субстрата в зону ферментации 

и отводе продукта (молочной кислоты в виде лактата) с фильтратом, достижение 

высокой продуктивности мембранного биореактора сопровождается существенным 

снижением степени потребления и ростом остаточного содержания субстрата [1380]. 

Другие проблемы, которые могут возникнуть при долговременной эксплуатации 

мембранного биореактора, – его инфицирование посторонней микрофлорой, генети-

ческий дрейф популяции, в частности, ведущий к возможному изменению соотно-

шения синтезируемых D- и/или L-лактата, повышенному образованию побочных 

продуктов биосинтеза.  

Однако основной недостаток МБР обусловлен резким падением проницаемости 

мембран при работе с реальными биологическими средами вследствие забивки пор 

мембран клетками и высокомолекулярными внеклеточными продуктами метаболиз-

ма [139, 1245, 1389, 1390]. В ряде случаев молочнокислые микроорганизмы способ-

ны выделять в среду высокомолекулярные соединения углеводной природы [767, 

768]. Это снижает степень конверсии субстрата в молочную кислоту и приводит к 

резкому увеличению вязкости ферментационной среды, что может усложнить выде-

ление МК и понизить производительность мембран в случае применения мембран-

ного биореактора. Повышенное накопление высокомолекулярных соединений угле-

водной природы особенно характерно для штаммов, выделенных из кисломолочных 

продуктов, например, для термофильных штаммов Lactococcus thermophilus, L. bul-

garicus. Накопление высокомолекулярных соединений углеводной природы гораздо 

менее выражено для видов L. plantarum, L. lactis, L. acidophilus. В этой связи требу-

ются дополнительные меры по снижению уровня загрязнения и регенерации мем-
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бран [1391]. Все это, в свою очередь, повышает требуемую площадь мембран и за-

траты на мембранное разделение и эксплуатацию МБР [1392]. Резкое падение про-

ницаемости мембран (в разы и десятки раз), сложности стерилизации мембранных 

модулей, ограничения в площади мембран, а также диффузионные ограничения, ко-

торые возникают при высокой концентрации биомассы в реакторе, сводят на нет его 

преимущества.  

Несмотря на отмеченные недостатки иммобилизованных систем и мембранных 

реакторов идея повышения продуктивности ферментационных систем путем удер-

жания и повышения концентрации клеток в рабочей зоне остается привлекательной.  

Обобщая рассмотренные особенности микробиологического синтеза молочной 

кислоты, можно указать на следующие наиболее важные моменты, которые необхо-

димо учитывать при совершенствовании процессов культивирования с учетом эко-

лого-экономических ограничений.  

1) Наиболее актуальными задачами является снижение затрат на питательные 

субстраты, в первую очередь, на ростовые факторы, а также повышение продуктивно-

сти биореактора при одновременном обеспечении высокого выхода и конечной кон-

центрации молочной кислоты, обеспечении устойчивости биосинтеза к контаминации.  

2) Наиболее рациональным решением при выборе продуцентов остается ис-

пользование традиционных молочнокислых бактерий с природным геномом по при-

чине большей стабильности процесса, возможности релизации непрерывной фер-

ментации без потери целевой физиологической и биосинтетической активности. 

3) Из молочнокислых бактерий в наибольшей степени для получения молочной 

кислоты подходят штаммы с гомоферментативным молочнокислым брожением с 

синтезом только одного оптического изомера молочной кислоты (L-лактата). 

4) Использование в качестве нейтрализующего агента растворов NH4OH или 

NaOH позволяет избежать образования гипса, что важно при реализации микробио-

логического синтеза молочной кислоты в промышленном масштабе. 

5) Из различных альтернативных вариантов наиболее многообещающим пред-

ставляется сочетание культивирования в мембранном биореакторе с отъемно-

доливным режимом с подпиткой, позволяющем снизить ингибирование накаплива-

емой молочной кислотой и в то же время обеспечить более высокую конверсию суб-

страта в целевой продукт – молочную кислоту. 

6) Использование мембранного биореактора позволяет решить проблемы не-

полного потребления субстрата, ингибирования процесса продуктами реакции, 

обеспечивая непрерывный способ производства. Кроме того, применение мембран-

ного модуля позволяет достичь высокой концентрации клеток в реакторе и, таким 
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образом, высокой его производительности, а также повысить выход молочной кис-

лоты из углеводного субстрата и снизить расход ростовых факторов. 

7) При культивировании в отъемно-доливном режиме и в МБР необходимо, 

чтобы жизнеспособные клетки молочнокислых бактерий как можно дольше сохра-

няли свою биохимическую и физиологическую активность при возникающих небла-

гоприятных условиях, а при наступлении благоприятных условий являлись бы 

быстро адаптирующимися и возобновляющими активный метаболизм.  

8) Способы культивирования с использованием высоких плотностей клеток 

(HCDs), достигаемых с помощью мембранных биореакторов различных типов, поз-

воляют добиться высокой скорости молочнокислого брожения. Кроме того, послед-

ние достижения в области интегральных мембранных систем позволяют говорить о 

том, что использование мембранного биореактора является перспективной техноло-

гией промышленного производства молочной кислоты. 

9) Важной задачей остается поиск перспективных высокопродуктивных и ста-

бильных в ходе длительного культивирования штаммов – продуцентов молочной 

кислоты и проведение исследований по оптимизации состава питательной среды (в 

том числе по основному субстрату), физико-химических условий и режимов, пара-

метров культивирования в мембранном биореакторе. 

 

3.1.4. Галобактерии и бактериородопсин как объекты исследования и 

практического применения 

 

3.1.4.1. Бактериородопсин и пурпурные мембраны галобактерий 

 

Облигатные галофильные архебактерии достаточно давно известны как объек-

ты разнообразных микробиологических, генетических и биохимических исследова-

ний и прикладных применений. Наибольшее внимание галобактерии привлекли как 

продуценты бактериородопсина (БР) – белка, входящего в состав пурпурных мем-

бран (ПМ). 

Пик исследований галобактерий пришелся на середину 1970-х – начало 2000-х 

гг., в ходе которых основное внимание уделялось выяснению особенностей и меха-

низмов функционирования бактериородопсина, получению различных его вариан-

тов, расширению возможностей его практического применения. По количеству пуб-

ликаций бактериородопсин можно отнести к наиболее изученным и востребованным 

для исследований белкам [1393-1403]. 

Бактериородопсин (БР), впервые найденный у Halobacterium salinarum [1404-

1407], представляет собой ретиналь-содержащий трансмембранный белок (248 ами-
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нокислотных остатков, молекулярная масса 26,8 кДа), состоящий из белковой части 

– апобелка, называемого бактериоопсином (БО), со структурой в виде семи -

спиральных сегментов (А, B, C, D, E, F, G), расположенных перпендикулярно плос-

кости мембраны, и хромофорной части – молекулы ретиналя, связанной с белковой 

частью во внутренней гидрофобной части молекулы БО в молярном соотношении 1 : 

1 через протонированное основание Шиффа, образуемого альдегидной группой ре-

тиналя с концевой аминогруппой остатка лизина в положении Lis216 в активной ча-

сти внутримолекулярного канала БР. Поглощение кванта света приводит к изомери-

зация ретиналя из 13-cis-формы в all-trans-форму, при этом БР претерпевает ряд 

конформационных превращений белковой части, называемых фотоциклом, сопро-

вождаемых спектральными изменениями в области от λ = 412 нм до λ = 640 нм.  

В клетках галобактерий бактериородопсин входит в состав пурпурных мем-

бран, которые содержат бактериородопсин, специфические фосфо- и гликолипиды, 

каротиноиды и воду. Обычно ПМ имеют округлую форму, размером достигая 0,5 

мкм при толщине около 5 нм [1394, 1400, 1408, 1409]. В составе пурпурных мембран 

бактериородопсин чрезвычайно устойчив, однако в смеси полярных органических 

растворителей с водой ПМ и БР солюбилизируются, теряют свою структуру и свой-

ства [1405, 1406]. 

Пурпурные мембраны выделяют из клеток стандартной процедурой, включаю-

щей осмотический лизис клеток галобактерий, обработку ДНК-азой I и дифферен-

циальное ультрацентрифугирование [1405, 1406, 1410]. При удалении из среды со-

лей клеточная стенка растворяется, а ЦПМ распадается на мелкие фрагменты, при 

этом участки мембраны красного цвета диссоциируют, а пурпурные бляшки сохра-

няются и могут быть получены в виде отдельной фракции высокоскоростным цен-

трифугированием. Получаемые препараты ПМ содержат БР в комплексе с фосфоли-

пидами, стабильны и для большинства практических применений их дальнейшая 

очистка не требуется. Однако в таких препаратах компоненты пурпурных мембран 

хаотично перемешаны, в то время как для многих исследований и практических 

применений необходимы препараты с ориентированными слоями [1411]. Для реше-

ния этой проблемы предложены различные методы – от электростатического вклю-

чения БР в везикулы с липидами до прямого лизиса клеток галобактерий на гидро-

фобных подложках и ультрафильтрационных мембранах с последующей отмывкой 

адсорбированных ПМ от остальных клеточных веществ [1411]. 

Бактериородопсин является основой уникальной и наиболее просто устроенной 

биосистемой преобразования энергии солнечного света в электрохимическую энер-

гию [1404, 1412-1421]. Протонный градиент, создаваемый на свету посредством 

функционирования фотоцикла данного белка, используется галобактериями (ГБ) для 
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синтеза АТФ в условиях недостатка кислорода. Молекулы бактериородопсина слу-

жат насосом, который под действием солнечного света выкачивает Н
+
 ионы из кле-

ток наружу. Возникающий в результате этого переноса градиент концентрации Н
+
 

ионов, достигающий 230 мВ, является источником энергии для синтеза АТФ АТФ-

азой, локализованной на внутренней поверхности мембраны. Такой комплекс БР с 

АТФ-азой высокоорганизован. Исследования образцов ориентированных пурпурных 

мембран методом атомно-силовой микроскопии показали, что в культуре галобакте-

рий с повышенным содержанием бактериородопсина многочисленные шаровидные 

участки размером 10−11 нм с АТФ-синтетазным комплексом расположены по пери-

метру ПМ с бактериородопсином [1411]. Таким образом, у галобактерий реализует-

ся прямая конверсия энергии света в химическую энергию без участия электрон-

транспортной цепи. 

Основной фотоцикл БР, функционирующего в оставе пурпурных мембран, 

инициируется поглощением кванта света (первая стадия, переход B→J) и дальше 

протекает уже без воздействия света. Фотоцикл сопровождается высоким квантовым 

выходом (около 64%) [1422]. При его функционировании хромофор претерпевает 

trans-cis фотоизомеризацию с конформационными изменениями и наведенным из-

менением дипольного момента. Cis-состояние нестабильно, и хромофор возвращает-

ся в trans-состояние вследствие термической и фотостимулированной релаксации в 

течение от нескольких миллисекунд до секунд – в зависимости от модифицирован-

ной формы БР и ПМ. Весь фотоцикл у природного БР длится около 10 миллисекунд. 

Рефракторный период после каждого цикла не требуется, поэтому за 1 сек теорети-

чески возможны до 100 фотоциклов одной и той же молекулы БР, сопровождаемых 

переносом 100 протонов в направлении изнутри клетки – наружу. Однако в реально-

сти даже при ярком освещении молекула БР далека от светового насыщения. 

В ряде прототипов БР-содержащих материалов используются свойства основ-

ного фотоцикла БР, сопровождаемого изменением спектральных свойств БР и вклю-

чающего основные стабильное B- и нестабильное М-состояния с максимумами по-

глощения для B-состояния 568 нм и 412 нм – для М-состояния. Важно, что все изме-

нения в системе БР достигаются в результате внутримолекулярных перестроек и по-

ляризации ближайшего окружения ретиналя. Не менее существенно для практиче-

ских применений БР то, что все переходы между конформационными состояниями 

этого белка регулируются кулоновскими взаимодействиями, в частности, в области 

активного центра (т.е. тесно связаны с внутримолекулярным переносом протона). 

Сам фотоцикл БР сопровождается возникновением устойчивых и хорошо разреши-

мых спектральных максимумов оптического поглощения, причем продукты фото-

синтеза – формы БР – не только светочувствительны к определенным длинам волн и 
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изменяют свое состояние при дополнительном освещении, но и переходы между 

различными состояниями сопровождаются образованием фотопотенциала (величи-

ной до 1 В) [1423]. Фотоцикл зависит от температуры, но на него мало влияют уро-

вень солености и pH. Основные усилия при разработке материалов и устройств на 

основе использования основного фотоцикла направлены на повышения длительно-

сти нахождения БР в М-состоянии – до нескольких секунд и более. 

В 1990-2000-х гг. были получены методами традиционного и точечного мута-

генеза, селекции, рекомбинантных ДНК различные модификации БР для использо-

вания в предложенных прототипах технических изделий. Так, наиболее исследован-

ным является мутант D96N, содержащий замену аспарагиновой кислоты на аргинин 

и имеющий относительно длительное время жизни М-интермедиата – 1–2 сек вме-

сто 20 мсек [1398, 1400, 1424-1429]. 

Кроме основного фотоцикла имеется побочный фотоцикл с разветвлением, 

начинающимся из O-состояния, и включающий P- и Q-промежуточные состояния 

без переноса протона, из которых Q-состояние метастабильно [1429]. Побочный фо-

тоцикл может протекать в так называемых голубых мембранах [1430], при освеще-

нии которых БР переходит в Q-состояние, при этом голубые мембраны переходят в 

так называемые розовые мембраны, в составе которых при создании оптимальных 

условий БР в Q-состоянии может находиться несколько лет, что может использо-

ваться для долговременного хранения и чтения информации на оптических носите-

лях. Однако квантовый выход побочного фотоцикла при переходе из B-состояния в 

Q-состояние природного БР крайне низкий (всего около 0,02% от светового потока. 

Возврат в исходное B-состояние наблюдается при воздействии синего света с кван-

товым выходом около 1% или двух фотонов красного света. Ввиду нестабильности 

голубых мембран с природным БР и низких квантовых выходов при прямом и об-

ратном B-Q-переходах усилия были направлены на получение материалов и 

устройств с модифицированными аналогами БР с целью повысить квантовый выход 

побочного фотоцикла и стабильность мембран. 

БР, содержащийся в пурпурной мембране H. salinarium, во многом подобен 

зрительному белку родопсину, хотя их физиологические функции различны [1397]. 

В то время как зрительный родопсин действует как первичный фоторецептор, кото-

рый обеспечивает темновое зрение большинства позвоночных животных, физиоло-

гическая роль БР заключается в том, чтобы давать возможность галобактериям дей-

ствовать как факультативным анаэробам. В случае, когда парциальное давление 

кислорода в окружающей среде мало, а освещение интенсивно, он функционирует 

как светозависимый протонный насос, который обеспечивает образование электро-
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химического градиента протонов на поверхности мембраны клетки, служащий, в 

свою очередь, для аккумулирования энергии. 

 

3.1.4.2. Практическая значимость бактериородопсина и галобактерий 

 

Обнаружение у галобактерий в начале 1970-х гг. системы преобразования энер-

гии света в электрохимическую энергию на основе пурпурных мембран и входящего 

в их состав белка бактериородорпсина стимулировало множество исследований по 

его практическому применению. С начала 1980-х гг. начались активные разработки 

БР-содержащих материалов для молекулярной электроники и молекулярной фото-

ники, принцип дейтвия которых основывается на циклических изменениях оптико-

физических характеристик ПМ: фотохромных, показателей преломления и поглоще-

ния, значений фототока и фотопотенциала. Физические и химические воздействия 

(например, низкие температуры, электрические поля, контроль влажности, рН и 

т.д.), замена хромофора на его синтетические аналоги, сайт-направленный мутагенез 

полипептидной части предоставляют широкие возможности для изменения фото-

хромных свойств БР. Наиболее важные обзоры по потенциальному применению БР 

представлены в публикациях [1400, 1425, 1431-1461].  

В чистом солюбилизированном виде БР обычно не используется и в таком со-

стоянии он менее устойчив к экстремальным воздействиям. В большинстве случаев 

БР в составе пурпурных мембран включают в полимерные матрицы в виде пленок 

или гелей различного состава, в которых он сохраняет свои фотохимические свой-

ства. По сравнению с другими органическими материалами материалы на основе 

пурпурных мембран с бактериородопсином отличаются высокой скоростью превра-

щений и их обратимостью при достаточной спектральной селективности, исключи-

тельной стабильностью, непревзойденными цикличностью функционирования БР 

(не менее 10
6
 актов) и чувствительностью к свету (пороговая плотность мощности < 

0,1 мВт/см
2
), устойчивостью к деструктивному влиянию фотохимических и темпе-

ратурных факторов (до 80
о
С в водных средах и до 140

о
С в сухих пленках), к дей-

ствию протеаз. ПМ чувствительны к смесям полярных органических растворителей 

с водой, но устойчивы к неполярным растворителям типа гексана, устойчивы к из-

менению pH в диапазоне от 0 до 12, воздействию мощных электромагнитных полей 

в десятки кВ и кГаусс, кроме специфических лазерных лучей, выдерживают среды с 

высокой ионной силой (3 М NaCl). Препараты ПМ могут храниться без потери 

свойств в течение нескольких месяцев при комнатной температуре и освещении. В 

составе же сухих пленок на фоне отмеченных экстремальных воздействий БР сохра-

няет свои фотохромные и фотоэлектрические свойства в течение многих лет. Все эти 
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особенности обусловили рассмотрение бактериородопсина как уникального матери-

ала для применения в целях безопасности информации и практического исключения 

попыток внесения искажения и подделки. Молекулярные размеры и высокая плот-

ность активных элементов делали возможным миниатюризацию оптико-

электронных систем. Еще одним достоинством материалов с БР являлось безвред-

ность и экологическая чистота их получения.  

БР обнаружен во многих штаммах экстремально галофильных архебактерий, но 

для его производства используют культуры Halobacterium salinarum, содержащие 

повышенные количества БР, а также культуры H. salinarum, модифицированные по 

структурному bop-гену синтеза БР с более подходящими для применения в биоэлек-

тронных устройствах свойствами. Возможности модификации белковой и ретиналь-

ной части БР мутантных штаммов, состава липидов ПМ, как и свойств полимерной 

матрицы, позволяют менять характеристики материалов в широком диапазоне, 

например, иметь другие начальные цвета: синий, красный или зеленый.  

Для разных сфер применения бактериородопсина требуются препараты данно-

го белка с различающимися свойствами. Так, например, для использования в систе-

мах хранения информации и для сенсорных устройств требуется белок, способный 

длительное время находиться в альтернативном природному конформационном со-

стоянии. Для устройств генерации водорода, для динамических голограмм и в си-

стеме защиты ценных бумаг, напротив, используется высокая конформационная ре-

версивность бактериородопсина. 

В бывш. СССР в рамках проекта «Родопсин» впервые в мире были получены и 

исследованы пленки с фотохромными свойствами на основе БР диких штаммов. В 

1980-х гг. была продемонстрирована эффективность и перспективность применения 

таких материалов, названных «Биохром», в качестве среды для создания голографи-

ческих изображений и голографической записи информации [1431, 1462, 1463].  

В 2001 г. фирма Munich Innovative Biomaterials GmbH (MIB) [1464] представила 

на рынок голографический интерферометр FringeMaker-plus
®

 на основе пленки мо-

дифицированного БР, синтезируемого мутантным штаммом H. salinarum D96N. 

В 2006 г. профессором Гарвардской медицинской школы (Harvard Medical 

School) при Гарвардском университете (Harvard University) Венкатесан Ренугопала-

кришнаном (Venkatesan Renugopalakrishnan) с коллегами на Международной конфе-

ренции по наноисследованиям и нанотехнологиям (International Conference on 

Nanoscience and Nanotechnology, 2006) была анонсирована технология записи на ос-

нове БР на лазерный диск до 50 терабайт информации, то есть приблизительно в де-

сять тысяч раз больше чем выпускавшимися в то время традиционными DVD. 

http://hms.harvard.edu/hms/home.asp
http://hms.harvard.edu/hms/home.asp
http://www.harvard.edu/
http://www.ausnano.net/iconn2006/
http://www.ausnano.net/iconn2006/
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Как заметил Lanyi [1400], за последние три десятилетия немногие биологиче-

ские объекты привлекли такое пристальное внимание исследователей, как это сделал 

БР. Это доказывают более 5000 статей, посвященных исследованию самого белка и 

еще большее количество статей, посвященных прикладным аспектам его примене-

ния. С 1980 г. по декабрь 2004 г. было защищено 258 патентов США, посвященных 

БР, при этом в период с июля 2001 по декабрь 2004 было защищено 136 патентов 

США непосредственно по применению, из них в области медицины, косметики и 

сельского хозяйства – не менее 15. 

Исследованиями в области БР были заняты более 30 научных центров в США, 

более 40 в Европе. В США основные работы проводились в Калифорнийском уни-

верситете (Дж. К. Лани), в Сиракузском университете (Дж. А. Стюарт), в Универси-

тете Коннектикута (Р. Р. Бердж). В Германии ведущими центрами являлись Инсти-

тут Макса Планка (Д. Остерхельт), Марбургский университет (Н. Хампп) и активно 

сотрудничающая с Марбургским университетом компания «Munich Innovative 

Biomaterials GmbH» («MIB»), в которой интенсивно разрабатывались вопросы ис-

пользования БР как средства защиты ценных бумаг от подделок. По оценкам немец-

ких специалистов со ссылкой на US Int. Trade Commission мировой рынок БР мог 

составить порядка 43–61 млрд. долларов США [1465]. 

Бактериородопсин был единственным биологическим материалом, вошедшим в 

перечень финансирования разработок в рамках ФЦП «Национальная технологиче-

ская база» на 2007–2011 гг. Необходимость использования отечественного бактери-

ородопсина отмечалась в двух разделах Перечня программных мероприятий. В главе 

«Технологии новых материалов» потребность в производстве бактериородопсина 

следовала из требования разработки современных материалов для создания: 

- устройств для записи и хранения информации; 

- элементов систем управления особо точной техникой; 

- особо чувствительных сенсорных устройств; 

- функциональных материалов и многослойных структур на основе материалов 

с фотонной запрещенной зоной; 

- новой системы защиты ценных бумаг. 

Наличие других уникальных компонентов в биомассе ГБ, обусловленных экс-

тремальными условиями обитания, систем и механизмов защиты от неблагоприят-

ных внешних воздействий, помимо практического применения бактериородопсина 

стимулировало множество других предложений для использования галобактерий в 

сельском хозяйстве, фармацевтике, здравоохранении. 

Биомасса галобактерий может использоваться в качестве биологически актив-

ной добавки с иммунопротекторными, антиоксидантными и радиопротекторными 
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свойствами, как фитостимулятор в растениеводстве и стимулятор прироста в живот-

новодстве [1466-1469]. Так, в опытах на различных видах животных и домашней 

птицы показано резкое повышение их сопротивляемости стрессам и инфекциям и 

повышение продуктивности по всем показателям не менее чем в 1,5 раза при еже-

дневном потреблении в пересчете на бактериородопсин не более 1 микрограмма БР 

на 1 кг веса животного. 

Вытяжки из биомассы галобактерий обладают иммунопротекторным, радио-

протекторным эффектами, благотворно влияют на зрение, их применяли в послепо-

летной реабилитации космонавтов в СССР 80-х годов 20-го века (в то время активно 

развивался «бактериородопсиновый» проект), при реабилитации детей после луче-

вой терапии и при лечении злокачественных образований. Лабораторные исследова-

ния на мышах показали полное излечение от карциномы – одного из видов рака. 

Медицинское применение находят ферменты, антибиотики галобактерий и так 

называемые археасомы (липосомы галобактерий), являющиеся перспективными 

средствами доставки лекарств в организме. Антиоксидантное, противовоспалитель-

ное, регенерирующее действие препаратов на основе ГБ делает их перспективными 

для косметических применений [1470]. 

Поскольку галобактерии являются экстремальными галофилами, интерес пред-

ставляют и некоторые из их ферментов, способные эффективно работать в условиях 

с высокими концентрациями солей, галоцины и антибиотики, а также вещества-

осмолиты, синтезируемые некоторыми из представителей галофилов [1471-1484].  

На начало 2000-х гг. большинство из вышеупомянутых предложений рассмат-

ривались как весьма перспективные и основывались на существенных достижениях 

в получении модифицированных форм БР, оптимизации его окружения [1485, 1486]. 

Все это предопределило выбор галобактерий и получаемого на их основе бактерио-

родопсина как одного из основных объектов наших исследований на тот момент. 

В настоящее время, несмотря на многочисленные предложения и разработки по 

применению бактериородопсина, в качестве наиболее перспективных рассматрива-

ются медицинское, ветеринарное и агрохимическое направления использования га-

лобактерий и их компонентов.  

В России существует не более трех малых производств, производяющих био-

массу «галобактериального» происхождения. Наиболее технологически разаработа-

на схема производства, реализованная в компании «Никофарм» (г. Москва) [1466], 

выпускающей препарат под коммерческим названием «Баксин» по технологии, раз-

работанной в ГосНИИсинтезбелок, и представляющим собой высушенную биомассу 

галобактерий р. Halobium в виде порошка или в составе мазей, содержащей кароти-

ноиды и практически не содержащей бактериородопсина (не более 0,1–0,2%). Это 
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обусловлено особенностями используемой технологии культивирования галобакте-

рий, при которой БР практически не накапливается. Данный препарат прошел дли-

тельную и всестороннюю медико-биологическую проверку, сертифицирован и 

успешно используется в ветеринарии, показал высокую эффективность как БАД для 

птицеводства, как стимулятор роста растений, а также как иммунокорректирующая 

и иммуностимулирующая пищевая добавка для людей. Однако из-за относительно 

высокой стоимости этой добавки (около 1000 долл. США за 1 кг), спрос на нее оста-

ется невысоким. 

Следует отметить, что технология, используемая на производстве фирмы «Ни-

кофарм» устарела и не соответствует современным критериям GMP производств. 

Процесс ферментации осуществляется в непрерывных неасептических условиях без 

должного контроля за видовым составом культивируемой популяции. Используемые 

биореакторы обладают низкой продуктивностью, а биомасса галобактерий имеет не-

стабильное качество.  

Известны несколько предложений от крупных химических фирм, торгующих 

бактериородопсином, как особо чистым реактивом, и его аналогами, полученными 

на основе генетически модифицированных штаммов для научных исследований. По 

данным каталожных цен реактивов и препаратов ведущих фирм (Sigma и др.) ры-

ночная цена бактериородопсина в настоящее время колеблется в диапазоне 20-400 € 

за миллиграмм (за 1 мг!). Данные препараты отличаются высоким качеством, серти-

фицированы и продаются в мелкой фасовке. При поиске в Интернете можно найти 

до 20 предложений различных небольших фирм и лабораторий по цене примерно в 

10 раз ниже.  

Что касается предложений по применению БР в области молекулярной электро-

ники и фотоники, то еще 10–15 лет назад ожидалось, что появление на мировом рын-

ке относительно дешевых препаратов пурпурных мембран галобактерий, содержащих 

бактериородопсин в высокой концентрации и в состоянии, наиболее подходящем для 

использования в биоэлектронных и других устройствах, простимулирует завершение 

соответствующих разработок и ускорит появление коммерческих устройств. 

На сегодня коммерчески реализованы только оптические приложения пленок с 

БР, поскольку их интеграция в современные технические системы наиболее проста. 

Некоторые из этих направлений разрабатываются крупнейшими фирмами – NEC, 

Samsung. Перспективность других применений оценить сложно, поскольку кроме 

многочисленных спекуляций на тему БР существует много туманных сведений об 

изделиях, где он используется.  

К сожалению разработчиков БР-памяти, устройства, предлагавшиеся для записи 

и считывания данных, оказались слишком сложны и не устояли перед напором неор-
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ганических элементов памяти современных флэш-накопителей. Проблемой является и 

создание надежных фотопленок со стабильными свойствами БР, которые выдержи-

вают хотя бы несколько десятков миллионов фотоциклов. С этой целью продолжают 

изучаться материалы с различными модифицированными бактериородопсинами, по-

лученными методами генетической и белковой инженерии и содержащими замены 

аминокислотных остатков в определенных положениях белковой цепи. Однако в до-

ступной печати какие-либо заслуживающие внимания сведения о разработках пленок, 

которые уже обладали бы требуемыми характеристиками, отсутствуют. Имелись 

лишь краткие сообщения о разработке в Японии и Южной Корее высокоразрешаю-

щих видеокамер, фотоаппаратов и т.п., где используются пленки с БР. 

Нет каких-либо существенных успехов и в применении БР для фотопреобразо-

вания световой энергии в электрическую. Ранее также предпринимались попытки 

совмещения функционально связанных БР и АТФ-синтетазы в искусственных липо-

сомах [1487, 1488], однако кроме демонстрации принципиальной возможности со-

здания подобных нанобиоконструкций иных результатов не было. 

Основным препятствием на пути массового получения изделий на основе БР 

является высокая стоимость, а также многочисленные технические проблемы.  

Несовершенна и технология культивирования галобактерий и выделения БР в 

составе пурпурных мембран. Несмотря на возможность культивирования галобакте-

рий, как экстремофилов, в неасептических условиях, непатогенность всех до сих пор 

выявленных штаммов [1489], продукты на их основе имеют высокую стоимость, 

проистекающую из повышенных требований к составу питательных сред и сложно-

сти выделения целевых компонентов. Традиционные методы культивирования дают 

небольшой выход биомассы и целевых компонентов, продуценты морфологически и 

физиологически нестабильны, с высокой частотой спонтанно мутируют, чувстви-

тельны к изменению условий [1490-1493], поэтому и результаты культивирования 

отличаются нестабильностью. По оценкам, себестоимость получения биомассы га-

лобактерий может составить от 0,4 до 2,5 долл. США за 1 г сухой биомассы. Несо-

вершенство технологии выделения бактериальных компонентов и пурпурных мем-

бран из клеточной массы многократным высокоскоростным ультрацентрифугирова-

нием обусловливает и сверхвысокую стоимость бактериородопсина. Выделение его 

многократно осложняется наличием каротиноидов у вырабатывающих БР штаммов.  

Существующие данные говорят о том, что на настоящий момент в мировой 

практике нет промышленной высокоэффективной технологии культивирования га-

лобактерий для производства бактериородопсина. Из литературы известны лишь 

единичные попытки разработки технологии производства БР полупромышленного 

уровня, поэтому известные лабораторные методы получения этого белка не превы-
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шают масштаб в несколько граммов. Также малочисленны работы по созданию 

штаммов, которые отвечали бы всем требованиям, предъявляемым к промышлен-

ным штаммам-продуцентам. Все это обуловливает высокую рыночную цену бакте-

риородопсина, что резко ограничивает его коммерческий спрос. Рыночный спрос 

бактериородопсин может иметь при цене 1–2 € за мг и ниже. 

Таким образом, исследования с использованием галобактерий как практически 

важных объектов продолжают оставаться актуальными на протяжении уже около 50 

лет и могут послужить основой для отработки эффективных способов их культиви-

рования с учетом различных факторов управления процессом. 

 

3.1.4.3. Особенности галобактерий как объектов исследования и  

культивирования 

 

Галобактерии относятся к галотолерантным и экстремальным галофилам. По-

следние способны обитать при содержании NaCl 2,5–5,2 М [1494-1499], что в 4–9 

раз выше, чем в морской воде. Облигатные экстремальные галофилы могут расти в 

насыщенном растворе NaCl (30%). Нижний предел концентрации соли для роста 

большинства их видов составляет 12–15% (2–2,5 М); оптимальное содержание – 

между 20 и 26% (3,5–4,5 М). Солеустойчивость обусловлена тем, что клетки обла-

дают мощной системой активного транспорта, благодаря которой концентрация Na
+
 

в цитоплазме поддерживается на низком уровне, тем самым снижая ингибирующее 

действие NaCl [1499]. Потребность в ионах K
+
 умеренная (5–50 мМ), при этом кон-

центрация K
+
 внутри клетки существенно выше, чем внеклеточная [1499]. Потреб-

ность же в ионах Mg
2+

 составляет 0,1–0,5 М, что на 1–2 порядка выше, чем в целом 

для бактерий [1494, 1500].  

Экологическая среда обитания галобактерий – сильно минерализованные озера 

и лиманы в аридных зонах. Галобактерии встречаются на кристаллах соли в при-

брежной полосе, в местах добычи соли путем выпаривания морской воды, в соле-

варнях, на соленой рыбе, на засоленных шкурах животных, на рассольных сырах, в 

капустных и огуречных рассолах, вызывая порчу консервируемых с использованием 

высоких концентраций поваренной соли продуктов и сырья. Внутри кристаллов со-

ли галобактерии могут длительное время сохранять свою жизнеспособность – они 

выделены из каменной соли, геологический возраст которой порядка 195–250 млн. 

лет [1501]. 

Являются хемоорганотрофами, наиболее благоприятная температура для их ро-

ста составляет 36–40 C. Среди галобактерий встречаются термофильные, психро-



165 

фильные, алкалофильные формы, однако ацидофильные, обитающие при pH ниже 

6,0, не найдены [1499]. 

Галобактерии включены в семейство Halobacteriaceae и представлены более 60 

видами, сгруппированными в 19 различных родов: Halobacterium, Halococcus, 

Haloferax, Halorubrum, Natronobacterium, Natronomonas и др., различающихся фор-

мой клеток (палочки, кокки, квадраты, плеоморфы), способностью к движению, от-

ношением к кислотности среды, устойчивостью к NaCl, ростовыми характеристика-

ми, присутствием или отсутствием маркерных липидов, последовательностью генов 

16S рРНК и другими физиологическими, биохимическими и генетическими призна-

ками [1501, 1502]. 

Широко известными видами рода Halobacterium являются Г
–
 палочки H. 

salinarum (ранее данный вид носил название H. halobium) и H. cutirubrum. Эти виды 

давно и успешно применяются в исследованиях галофилизма. H. salinarum относит-

ся к видам, накапливающим наибольшее количество бактериородопсина и кароти-

ноидов. Содержание каротиноидов в природных штаммах H. salinarum составляет 7–

10% от суммарной фракции липидов [1407]. 

В типичных условиях обитания клетки р. Halobacterium имеют палочковидную 

форму, размерами 0,5–1,0 : 1,0–10,0 мкм [1494, 1496]. Размножаются делением по-

полам, движутся при помощи полярных жгутиков, спор не образуют, клетки многих 

видов содержат газовые везикулы, обеспечивающие плавучесть клеток. Концентра-

ция соли 0,5–1,0 М вызывает лизис клеток, в результате чего суспензия приобретает 

более вязкую консистенцию. Также лизис происходит при одновременном умень-

шении концентрации NaCl и MgCl2 ниже 2 М и 20 мМ соответственно [1407]. Рань-

ше считалось, что единственным определяющим фактором лизиса является осмоти-

ческое давление. Однако позже было показано, что главную роль здесь играют кле-

точные оболочки, из-за эластичности которых объем клеток сильно зависит от со-

става ионов и pH внешней среды. 

Среди галобактерий не выявлены патогенные формы – очевидно, что внутрен-

няя среда человека непригодна для жизнедеятельности, поэтому работа с микроор-

ганизмами этой группы не требует специальных мер предосторожности. 

Клетки галобактерий H. salinarum подвижны и несут 2 полярно расположенных 

на концах пучка жгутиков. Движение клетки осуществляется за счет вращения зад-

него пучка флагелл вокруг своей оси и вращения переднего пучка вокруг оси клетки. 

В отсутствие внешнего стимула движение клетки маятникообразное, со спонтанным 

вращением флагеллярного мотора по часовой и против часовой стрелки каждые не-

сколько секунд. Неожиданное увеличение аттрактантного сигнала, в частности ин-

тенсивности оранжевого света, воспринимаемого сенсорным родопсином SR1, бло-
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кирует переключение вращения на некоторое время, что приводит к совокупному 

движению по направлению к свету. Напротив, увеличение репеллентного фотосиг-

нала, воспринимаемого сенсорным родопсином SR2, или снижение аттрактантного 

сигнала, повышает частоту переключения направлений вращения, что позволяет 

клеткам избежать неблагоприятных условий [1402, 1503]. При постоянном действии 

одного и того же сигнала клетки адаптируются к нему и деадаптируются при его 

прекращении. 

У галобактерий вывлены фоторецепторы, отвечающие за возникновение цир-

кадных ритмов [1087, 1503], но их роль пока что еще до конца не выяснена. Они го-

мологичны флавопротеиновым криптохромам Cry1 и Cry2, функционирующим у 

растения Arabidopsis и мышей, а также цианобактериальному белку KaiC. С другой 

стороны, они близки к фотолиазам микроорганизмов. Но понятно, что наличие таких 

фоторецепторов дает определенные преимущества популяциям галобактерий, син-

хронизирующих свою активность с суточным ритмом смены условий освещенности 

и доступной энергии. 

Галобактерии способны синтезировать вещества белковой или пептидной при-

роды с антибиотической активностью – галоцины, вызывающие гибель и лизис 

представителей других конкурирующих видов галобактерий [1472, 1481, 1482, 

1504]. Молекулярная масса этих веществ варьируется в интервале 3–35 кДа. Боль-

шинство из них начинает синтезироваться при переходе клеток от экспоненциаль-

ной к стационарной фазе роста. Пептидные галоцины (микрогалоцины с молекуляр-

ной массой <10 кДа) весьма устойчивы к кислотам, щелочам и органическим рас-

творителям, и их активность сохраняется при обессоливании или кипячении. 

Генетический материал экстремальных галофилов представлен в виде основной 

и сателлитных ДНК. Последние составляют от 11 до 36% всей содержащейся в клет-

ках ДНК [1492] и состоят из замкнутых кольцевых плазмид, не содержащих повторя-

ющиеся последовательности нуклеотидов. Основная и сателлитные ДНК различаются 

нуклеотидным составом: молярное ГЦ-содержание основной ДНК – порядка 66–68, а 

сателлитных – 57–60%. Высокий уровень сателлитных ДНК – уникальная черта орга-

низации генетического материала экстремальных галофилов и составная часть генома 

этих бактерий. Высокое содержание плазмид коррелирует с присутствием газовых ва-

куолей, синтезом бактериоруберина и другими функциями [1491, 1492]. 

Наиболее изучен геном Halobacterium salinarum NRC-1, который первым среди 

галобактерий был полностью картирован в 2000 г. [1501, 1505, 1506]. Он содержит 

хромосому величиной около 2 Mbp, и 2 больших автономных репликона, pNRC200 и 

pNRC100, около 350 и 200 Kbp соответственно. Могут присутствовать несколько 

плазмид меньшего размера, являющихся фрагментами плазмиды pNRC100. Геном ко-
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дирует около 2600 белков, 90 инсерционных элементов и обеспечивает функциониро-

вание репликации ДНК, системы транскрипции и трансляции, сходной в большей 

степени с эукариотическими организмами, путей утилизации аминокислот, активного 

антипорта ионов Na
+
, транспорта K

+
, переноса сенсорных сигналов и других физиоло-

гически важных систем. Многие из белков подобны белкам Г
+
 бактерии Bacillus sub-

tilis. Также в геноме присутствует большое число последовательностей нуклеотидов, 

гомологичных устойчивой к радиации бактерии Deinococcus radiodurans, что указы-

вает на наличие мощного аппарата репарации ДНК у галобактерий.  

Галобактерии показывают высокую степень генетической вариабельности и ча-

стоты спонтанных мутаций (10
-4

–10
-2

 мутантов на высеянные клетки), приводящих к 

геномным перестройкам [1490, 1491, 1492, 1493, 1503, 1507]. На фенотипическом 

уровне это проявляется при высеве на чашки Петри, когда наблюдаются колонии га-

лобактерий, окрашенные в оранжевый, оранжево-желтый, варианты от розово-

сиреневого до сиреневого (пурпурного) цвета, белесые. При культивировании обра-

зуется около 10% мутантных клеток. Часть из мутаций обусловлена присутствием 

плазмид, содержащих большое количество транспозабельных инсерционных эле-

ментов [1491, 1490]. IS-элементы также присутствуют в хромосоме галобактерий. 

Такая вариабельность и наличие горизонтального переноса генов обусловливает вы-

сокую структурную и функциональную пластичность и позволяет галобактериям 

быстрее адаптироваться к изменениям и стрессам окружающей среды: солености, 

свету, кислороду, компонентам питания [1503, 1507]. 

При спонтанной мутации были выделены штаммы, дефектные по структурному 

bop-гену синтеза бактериоопсина и так называемые «белые штаммы», дефектные по 

синтезу ретиналя, синтезирующие только бактериоопсин [1491, 1503]. 

Галофилы выработали две различные адаптивные стратегии противостоять ос-

мотическому давлению, обусловленному присутствием высоких концентраций NaCl 

[1499, 1508, 1509]. Галобактерии аккумулируют неорганические ионы в цитоплазме 

(K
+
, Mg

2+
) для балансировки осмотического давления в среде, и они синтезируют 

специфические белки, стабильные и активные в присутствии соли. В стабилизации 

участвуют ионы K
+
, замещающие ионы Na

+
 в цитоплазме [1499]. Внутриклеточная 

концентрация ионов Na
+
 ниже внеклеточной, что обеспечивается активным электро-

генным антипортом Na
+
/H

+
. Напротив, содержание внутриклеточного K

+
 поддержи-

вается при постоянно высоких уровнях, даже когда содержание K
+
 во внешней среде 

менее 1 мМ, при этом чем выше концентрация натрия в среде, тем выше содержание 

К
+
 внутри клеток, достигая от 30 до 40% сухого вещества клеток при градиенте 

между внеклеточной и внутриклеточной концентрациями 1:1000. К
+
 очень медленно 

выходит из клетки, что обусловлено нахождением внутриклеточного К
+
, в отличие 
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от Na
+
, в связанном состоянии, причем одна часть катионов уравновешена Cl

–
, а дру-

гая – органическими анионами [1510]. Внутриклеточная концентрация хлорид-иона 

меньше, чем наружная. Селективное накопление неорганических ионов требует 

меньших энергетических затрат, чем синтез осмолитов de novo, что важно в услови-

ях высоких затрат для выживания в гиперсоленой среде [1508]. Другие низкомоле-

кулярные компоненты (аминокислоты, фосфаты) выявлены в клетках в незначитель-

ных количествах [1511]. 

Протеом NRC-1 содержит высокую долю кислых белков (среднее pI около 4,2) 

с преобладанием аспарагиновой и глутаминовой кислот при низком содержании ще-

лочных и гидрофобных, что необходимо для стабилизации белков и адаптации в 

условиях высокой концентрации соли в среде [1501, 1503]. Ферменты галофилов ра-

ботают при высоких солевых концентрациях, при которых аналогичные ферменты 

других организмов теряют активность. Однако некоторые белковые комплексы, 

включая бактериородопсин, нечувствительны к изменению концентрации соли. 

В отличие от экстремофилов, умеренные галофилы накапливают в цитоплазме 

высокие количества специфических органических осмолитов – водорастворимые са-

хара (трегалоза), многоосновные спирты (глицерин), аминокислоты и их производ-

ные (эктоин, глюкозилглицерин), которые функционируют не только как осмопро-

текторы, обеспечивая осмотический баланс без прерывания нормального метабо-

лизма клетки, но и как криопротекторы, защищающие клетки от замораживания-

размораживания, лиофильного высушивания, нагревания. Культуры штаммов Н. sa-

linarum хранятся на агаризованной среде до года при 4 
о
С и длительно – в стеклян-

ных ампулах в лиофилизированном виде. Оптимальная температура для роста – (40 

±
 
2) 

о
С. 

Клеточная оболочка ГБ состоит из клеточной мембраны и двух наружных бел-

ковых слоев. Внешний слой, называемый S-слоем, представляет собой совокупность 

частиц белковой или гликопротеиновой природы, правильно упакованных в гекса-

гональные структуры и богатых кислыми аминокислотами, и идентифицирован как 

клеточная стенка [1503]. По структуре гликопротеин сходен с поверхностными гли-

копротеинами клеток эукариот [1512]. Гликопротеины составляют 40–50% от обще-

го белка S-слоя и придают клеточной стенке стабильность и жесткость, остальное – 

это около 20-ти различных белков меньшего размера [1512].  

Еще одной важной характеристикой организмов р. Halobacterium является от-

сутствие в клеточной стенке мурамовой и диаминопимелиновой кислот [1513], столь 

важных компонентов пептидогликана у негалофилов. 

Между внешним белковым слоем и клеточной мембраной находится внутрен-

ний белковый слой толщиной 20 ангстрем, отделенный от внешнего пространством 
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шириной 65 ангстрем [1514]. Понижение концентрации NaCl в окружающей среде 

до 2 М ведет к дезинтеграции обоих белковых слоев. 

Клеточная мембрана галобактерий имеет структуру ассиметричного белкового 

бислоя, содержит по массе около 1/3 липидов и 2/3 разных гидрофобных белков, 

включая флавопротеины и цитохромы, проникающих глубоко в липидный слой 

[1514]. Сплошной липидный слой пронизан большим количеством пор, образован-

ных функциональными белковыми структурами. 

Липиды мембран галобактерий необычны. Они почти не содержат азота. В их 

состав вместо жирных кислот входят жирные спирты, которые не содержат двойных 

связей, из них наибольшую долю составляет C20-терпеноидный спирт – фитанол, со-

стоящий из 4-х остатков изопрена [1511, 1512]. Жирные спирты связаны с глицери-

ном постой эфирной связью [1503]. В основном это фосфолипиды – диэтиловые 

аналоги фосфатидилглицерофосфата и фосфатидилглицеросульфата, фосфатидилг-

лицерин; полярные липиды представлены гликолипидами [1511, 1512, 1515]. Фос-

фолипидные и гликолипидные производные глицеринового диэфира могут в опре-

деленных условиях составлять до 80% общего содержания липидов в клетках. Эти 

липиды архебактерий – общая черта среди архей. Они помогают стабилизировать 

мембраны в экстремальных условиях.  

Помимо уникальных липидов клеточные мембраны экстремальных галофилов 

содержат много каротиноидов, основные из которых C50-каротиноиды – бактерио-

руберины, составляющие 94–99% от всех каротиноидов [1503, 1516]. Остальное ко-

личество приходится на их C40-предшественники – фитоен, фитофлуен, ликопин, а 

также бета-каротин – предшественник C20 изопреноидного ретиналя, входящего в 

состав бактериородопсина. Содержание каротиноидов и их предшественников в 

клетках галобактерий обычно велико.  

Синтез каротиноидов происходит интенсивнее в клетках, освещенных сине-

фиолетовым светом с длиной волны 380–450 нм, и менее интенсивно при освещении 

красным светом с длиной волны 590 нм. Значительную роль в синтезе каротиноидов 

в клетке играют содержащиеся в среде глицерин и глюкоза. В частности, глюкоза 

стимулирует синтез бактериоруберинов [1517].  

Присутствие каротиноидов, в первую очередь С50-соединения – α-

бактериоруберина или его производных, а также фиолетового (пурпурно-сиреневого) 

бактериородопсина обусловливает окраску колоний и биомассы галобактерий в крас-

ный (бактериоруберин), оранжевый и бледно-морковный (бета-каротин) или фиоле-

товый (бактериородопсин) цвета [1514]. Галофилы не выделяют красителей в среду 

обитания, а окраску водоемам придают сами окрашенные микроорганизмы. Соль, по-

лученная из таких озер, также окрашена в оранжево-красный цвет. 
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Каротиноиды у галобактерий выступают антиоксидантами [333, 635, 636, 638], 

защищающими клетки от повреждающего действия коротковолновой части спектра 

солнечного излучения, достигающего поверхности земли, которому они подвержены 

в естественных условиях обитания с высокой освещенностью [1501, 1518]. Однако 

имеются сообщения [333, 638, 657], что каротиноиды в определенных условиях при-

обретают прооксидантные свойства. При взаимодействии их как антиоксидантов с 

активными формами кислорода в реакциях окисления – дезактивации могут образо-

вываться токсичные соединения. 

Несмотря на то, что галобактерии синтезируют довольно типичный для бакте-

рий набор витаминов: А, β-каротин, В1, В2, В3, В6, РР, В12, Вс, Н, Е, природный вита-

минный комплекс клеток галобактерий практически невозможно полноценно заме-

нить отдельными искусственно синтезированными соединениями или их смесью. 

Соответственно, биомасса галобактерий может рассматриваться как источник уни-

кального сбалансированного комплекса природных витаминов и микроэлементов. 

Содержание витаминов в биомассе обычно мало зависит от условий выращивания 

галобактерий. 

Рост галобактерий сильно зависит от условий инкубационной среды – ее соста-

ва, физических параметров, освещения, интенсивности аэрации.  

Штаммы галобактерий, используемые в научных и практических целях, отли-

чаются требовательностью к составу органических компонентов питательных сред. 

Основным источником углерода для большинства экстремальных галофилов служат 

аминокислоты [1500, 1507, 1519], углеводы используются незначительно, среда ста-

новится щелочной в результате дезаминирования и/или декарбоксилирования ами-

нокислот.  

Качество и состав аминокислот сильно влияют на рост галобактерий. Источни-

ками аминокислот являются гидролизаты белков или биомассы микробного, живот-

ного или растительного происхождения. В качестве таковых обычно используются 

гидролизаты казеина, пептон или триптон [1500, 1507, 1519, 1520], а также источни-

ки ростовых факторов – дрожжевой экстракт и другие. Применяемые в биологиче-

ской промышленности сухой пептон или триптон являются продуктами фермента-

тивного гидролиза белков. При приготовлении пептона и триптона глубина и сте-

пень гидролиза трудно регулируема, поэтому в различных марках пептона и трипто-

на для бактериологических целей соотношение компонентов неодинаково, что силь-

но влияет на показатели роста и биосинтеза [1507, 1521]. Замена на более дешевые 

гидролизаты с неконтролируемым составом, как правило, снижает показатели био-

синтеза, но может быть оправдана по экономическим причинам. 
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Другой вариант заключается в использовании синтетических сред с контроли-

руемым составом минеральных солей, аминокислот и других ростовых факторов 

[1507, 1519, 1520, 1522-1524]. Подходит ростовая среда, содержащая десять амино-

кислот: аргинин, валин, изолейцин, лейцин, лизин, метионин, серин, тирозин, трео-

нин, фенилаланин [1520]. Модифицированная синтетическая среда, обеспечивающая 

хороший рост всех экстремальных галобактерий помимо неорганических солей со-

держит 15 аминокислот, 2 нуклеотида (аденозин и уридин) и глицерин [1520, 1524]. 

Из аминокислот наиболее важными компонентами для роста галобактерий яв-

ляются аргинин, валин, лейцин, изолейцин, лизин, метионин [1522]. 4 аминокислоты 

(аргинин, лейцин, лизин, валин) обязательны, остальные стимулируют рост.  

Во многих случаях питательная среда часто содержит глицерин в качестве до-

полнительного источника углерода. Небольшие добавки глицерина (0,1–1%) стиму-

лируют рост галобактерий [1519, 1525]. 

Нуклеиновые компоненты положительно влияют на рост только при нехватке в 

среде источников фосфатов [1520]. Галобактерии обычно не метаболизируют угле-

воды [1500]. Из витаминов наиболее важными являются тиамин, фолиевая кислота, 

биотин [1507]. 

Вместе с тем, высокая стоимость качественных компонентов питательных сред 

– источников аминокислот и витаминов, обусловливают маловероятность примене-

ния синтетических сред (композиций) в производственных масштабах. 

Источником фосфора для галобактерий могут быть неорганические фосфаты. 

При выращивании на комплексных средах фосфатные остатки нуклеотидов, содер-

жащихся в триптоне и дрожжевом экстракте (так называемый органический фос-

фор), могут так же эффективно использоваться, как и неорганические. Галобактерии 

способны аккумулировать фосфаты в форме орто- и полифосфатов [1479]. 

Для экстремальных галофилов возможна частичная замена иона Na
+
 на К

+
 и 

Mg
2+

. При отсутствии калия клетки экстремальных галофилов не растут. Их потреб-

ность в ионах К
+
 лишь немного выше, чем для большинства других организмов и со-

ставляет от 0,05 до 0,1 г/л К
+
 (0,0013–0,0025 М). Калий в количестве 1 г/л (0,025 М) 

необходим для максимального роста галобактерий на синтетической среде. При 

этом не отмечалось ингибирования роста при концентрации калия до 3 М [1507]. 

Экстремальные галофилы требуют для хорошего роста необычно высокие кон-

центрации Mg (0,1–0,5 М) [1499], ингибирования роста не наблюдалось до концен-

траций магния 3 М. При концентрациях магния ниже 0,01 М палочки галобактерий 

превращаются в кокки. 

Для роста галобактерий необходимы микроэлементы: Mn
2+

, Zn
2+

, Fe
2+

, Cu
2+

, как 

кофакторы некоторых их специфических ферментных систем. Оптимальная концен-
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трация ионов Fe
2+

 – 0,5 г/л. Стимулирующий эффект Mn
2+

 отмечается при концентра-

циях 0,05 г/л [1494, 1507]. Микроэлементы вносятся в среду в виде солей, однако ос-

новную потребность в микроэлементах обеспечивают источники ростовых факторов. 

Галобактерии преимущественно аэробы, но могут переносить и очень низкое 

содержание кислорода в среде и использовать энергию Солнца даже при полном от-

сутствии кислорода [1526].  

Галофильные микроорганизмы имеют три энергетические системы: цепь дыха-

ния – окислительное фосфорилирование, фотофосфорилирование с использованием 

имеющейся фотохимической системы на основе белка бактериородопсина и фосфо-

рилирование при ферментации аргинина [1499, 1510, 1527]. Первые две системы 

имеют наибольшее физиологическое значение. В аэробных условиях АТФ образует-

ся за счет функционирования цикла трикарбоновых кислот и переноса электронов 

через электрон-транспортную цепь [1527]. В ЦПМ обнаружены цитохромы b, c, а 

также цитохромоксидаза о-типа, участвующие в аэробном дыхании галобактерий. 

Электроны в дыхательную цепь поступают с НАД-зависимых дегидрогеназ. При вы-

сокой концентрации кислорода и затемнении культуры, клетки растут хорошо, но 

пурпурные мембраны при этом практически не образуются. 

Фотофосфорилирование, обусловленное функционированием бактериородоп-

синовой системы, – единственный пример превращения энергии света в химическую 

энергию АТФ без участия электрон-транспортной цепи. У галобактерий оно выпол-

няет важную физиологическую функцию, обеспечивая энергией клетки, находящие-

ся в среде с низким парциальным давлением кислорода. При отсутствии освещения 

среды, но при высоком парциальном давлении кислорода бактерии возвращаются к 

аэробному окислительному фосфорилированию [1528]. Способность переходить от 

аэробного дыхания к фотофосфорилированию является очень важной экологической 

функцией, поскольку в сильно соленой воде растворимость кислорода в несколько 

раз ниже, чем в пресной – 9,1 мг/л в пресной при 20 
о
С и 1,7 мг/л при содержании 

соли в количестве 260 г/л [1529].  

В анаэробных условиях в темноте после исчерпания остатков кислорода уро-

вень АТФ быстро истощается, клетки теряют подвижность. Однако так же быстро 

уровень АТФ восстанавливается до 30% от начального количества АТФ. В этих 

условиях клетки выключают большинство своих энергопотребительных функций, 

прежде чем резерв АТФ будет истощен. Источником энергии может служить анаэ-

робное дыхание с использованием NO3
–
 в качестве конечного акцептора электронов, 

а также процесс сбраживания аргинина и цитрулина. При появлении кислорода, све-

та или аргинина в среде дыхание или фосфорилирование в качестве источника энер-

гии быстро реактивируются, клетки восстанавливают подвижность [1527]. Наличие 
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трех систем преобразования энергии поддерживает динамическое равновесие между 

системами фосфорилирования на постоянном уровне и позволяет выживать галобак-

териям в различных экстремальных ситуациях. 

При культивировании галобактерий в стандартном периодическом режиме 

наиболее высокое внутриклеточное содержание бактериородопсина наблюдается в 

поздней фазе роста, при высокой плотности клеток в культуральной жидкости, в 

микроаэрофильных условиях и освещении среды, при этом клетки, культивируемые 

на свету, содержат в 6–7 раз больше ПМ, чем темновая культура [1530]. Аналогич-

ные условия способствуют накоплению БР в проточном режиме культивирования с 

низкой скоростью разбавления [1408, 1531]. 

Аэробные условия способствуют накоплению каротиноидов, прежде всего бак-

териоруберина. Понижение концентрации кислорода в среде культивирования и 

освещение переключают метаболизм галобактерий на синтез БР [1157, 1530, 1531, 

1532]. Синтезируемый опсин контролирует синтез бактериородопсина, ингибируя 

собственный биосинтез и стимулируя трансформацию ликопена в β-каротин и по-

следующее образование ретиналя, взаимодействующего, в свою очередь, с опсино-

вой частью БР. С другой стороны, повышение содержания бактериородопсина сни-

жает концентрацию опсина и тем самым снимает репрессию опсином и одновремен-

но снижает скорость образования β-каротина [1533]. В свою очередь, количество 

синтезированного ретиналя может регулировать образование БР.  

Увеличение количества БР в клетке ведет к росту содержания АТФ, образова-

ние АТФ за счет дыхания снижается, потребность в кислороде уменьшается. Однако 

полное отсутствие кислорода в среде сильно затормаживает или полностью прекра-

щает окислительные процессы в клетках, необходимые для их жизнедеятельности, 

перехода β-каротина в ретиналь и образования бактериородопсина. 

Уровень освещения среды обитания также влияет на физиологию и метаболизм 

галобактерий, регулирует факультативный анаэробный и фототрофный рост, фото-

таксис, образование газовых везикул, циркадные ритмы, фоторепарацию [1503, 

1534]. При индукции фототрофного роста одновременно с накоплением БР повыша-

ется содержание газовых везикул в клетках, а с этим их плавучесть и движение кле-

ток к поверхности и свету, развивается сенсорный аттрактантный или репеллентный 

ответ, в котором участвуют сенсорные родопсины и переносчики сигнала [1527].  

В микроаэрофильных условиях освещенная культура галофилов растет быстрее 

темновой, что обусловлено образованием АТФ за счет функционирования бактерио-

родопсиновой помпы. При перенесении световой культуры, выращенной при лими-

тированной аэрации, в темноту без изменения кислородного режима, наблюдается 

снижение скорости роста, поскольку бактериородопсиновая помпа перестает функ-
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ционировать. В присутствии света одновременно повышается и содержание бакте-

риоруберина, и конверсия -каротина в ретиналь. В то же время для клеток, вырос-

ших в аэробных условиях и не содержащих бактериородопсина, уровень освещенно-

сти не влияет существенно на скорость роста. 

Помимо зависимости от интенсивности освещения, скорость роста клеток 

весьма чувствительна и к длинам волн света. Так, максимальная скорость отмечена 

при 540–610 нм, что совпадает с максимумом поглощения бактериородопсина – 570 

нм. Однако сам синтез БР интенсифицируется при 475 нм.  

Традиционный подход к совершенствованию методов культивирования гало-

бактерий основан на подборе и оптимизации питательных сред и условий фермента-

ции. Надо учесть, что достижение высоких показателей биосинтеза за счет повыше-

ния удельного содержания БР в клетках ограничивается площадью пурпурных мем-

бран (не более 50–70% от площади клеточных мембран), поэтому основные усилия 

сосредоточены на повышение выхода и уровня накопления биомассы галобактерий, 

выращиваемой в режиме синтеза бактериородопсина.  

В качестве примера можно отметить работу по оптимизации состава питатель-

ной среды статистическими методами планирования эксперимента [1493], в которой 

основными факторами оптимизации выступали органические компоненты питатель-

ной среды – источники энергии, аминокислот и ростовых факторов. Оптимизация 

позволила повысить уровень накопления бактериородопсина в условиях обычного 

периодического культивирования с 67 мг/л до 190 мг/л – в колбах и до 235 мг/л – в 

биореакторе по сравнению с базовой средой. В другом исследовании [1535] удалось 

повысить выход биомассы (в 2,4 раза), а с этим и синтез БР путем оптимизации со-

става питательной среды и внесения желатина и растворимого крахмала. Авторы 

связали этот эффект с поглощением внесенными компонентами желчных кислот 

(таурохолиновой кислоты, деоксихолиновой кислоты и других), которые могут при-

сутствовать в источнике ростовых факторов (пептоне, триптоне, дрожжевом экс-

тракте) и сильно угнетают рост галобактерий [1536-1538].  

В статье корейских авторов [1539] приводятся результаты культивирования га-

лобактерий Halobacterium salinarum R1 в мембранном биореакторе. Для удержания 

клеток использовался выносной модуль с полым волокном из полисульфона с пре-

делом отсечения 500000 Да. На 10-ые сутки культивирования была достигнута кон-

центрация клеток галобактерий в среде 30,3 г асв/л, а бактериородопсина – 282 мг/л. 

Продуктивность по бактериородопсину достигла 1,15 мг/л.ч, что намного выше, чем 

в стандартном периодическом режиме с временем ферментации 3–5 дней, концен-

трацией биомассы около 0,9–1,8 г/л, продуктивностью 0,16 мг/л.ч [1406]. Авторы 

заключили, что рост клеток галобактерий в периодическом режиме ингибируется 
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накапливающимися продуктами метаболизма, одним из которых может быть ацетат. 

Вместе с тем надо отметить, что при использовании данного способа по прежнему 

наблюдались невысокий уровень удельного накопления бактериородопсина в био-

массе галобактерий, наличие большого количества каротиноидов, большой расход 

питательной среды. 

Другой весьма эффективный подход связан с получением и использованием 

рекомбинантных продуцентов БР и его модифицированных форм.  

На генетическом уровне за синтез БО и БР ответственен bop-кластер. Этот кла-

стер состоит из генов bop (бактериоопсин), brp (bacterioopsin-related protein), bat 

(bacterioopsin activator), а также включает гены crtB1, blp, blh, вовлеченные в синтез 

хромофора, генетическую регуляцию и биогенез мембран. Эти гены составляют 

единый регулон, контролируемый геном bat. Последний может включать несколько 

дополнительных регуляторных генов – аналогов bat. Экспрессия bat-гена зависит от 

окислительно-восстановительного состояния внутриклеточной среды, индуцируется 

низкой концентрацией растворенного кислорода, а продукт bat-гена, в свою очередь, 

активирует экспрессию структурного bop-гена. Свет индуцирует транскрипцию brp, 

который стимулирует или модулирует транскрипцию bat и конверсию β-каротина в 

ретиналь [1505, 1532, 1534, 1540, 1541]. Такая тонкая регуляция позволяет клеткам 

поддерживать оптимальную концентрацию БР при изменении экологических усло-

вий. Использование методов направленного мутагенеза в bop-гене, в регуляторных 

генах, рекомбинантных ДНК позволило получить штаммы галобактерий с большим 

разнообразием функциональных свойств. 

Надо учитывать, что в экологической среде обитания ГБ с высокой соленостью, 

засушливостью, повышенными температурами, зачастую недостатком кислорода, 

интенсивным освещением и воздействием ультрафиолетового излучения Солнца и 

активными формами кислорода наблюдаются различные стрессовые воздействия на 

живые клетки микроорганизмов (температурное, оксидативное, осмотическое, голо-

дание, высушивание, изменение pH, воздействие метаболитов – ингибиторов био-

синтеза). Обитая долгое время в таких условиях, ГБ выработали разнообразные ме-

ханизмы ответа на внешние воздействия и чувствительные системы регуляции (си-

стемы репарации, каротиногенез, индуцируемые продуктами химического и фото-

химического окисления и образуемыми перекисными и радикальными частицами и 

др.), позволяющие им успешно адаптироваться к изменениям во внешней среде [586, 

1498, 1515]. Клетки галобактерий весьма устойчивы также к повышенным дозам ра-

диации и к небезопасным для других организмов веществам. Можно предположить, 

что системы ответа на такие стрессы могут быть в числе наиболее значимых, управ-

ляющих метаболизмом ГБ и синтезом компонентов ГБ.  
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H. cutirubrum является организмом довольно устойчивым к УФ-излучению: 

УФ-поток с =254 нм при 1% выживаемости составляет 250 Дж/м
2
 по сравнению с 

40 Дж/м
2
 для дикого штамма E. coli. Высокая устойчивость к ультрафиолету может 

быть объяснена высоким содержанием пар GC (около 68%) в ДНК галобактерий. 

Это уменьшает образование пиримидиновых димеров, но с другой стороны способ-

ствует образованию 6-4 фотопродуктов [1070, 1542]. 

В галофильных бактериях функционирует ряд неферментативных механизмов 

снижения содержания АФК, в которых могут участвовать ионы Cl
–
, осмопротекторы 

(бетаины, глицерин, пролин, глицинбетаин) и жирные кислоты. Но наиболее важную 

роль в защите от химического и фотохимического окисления активными формами 

кислорода и УФ-радиации выполняют каротиноиды [333, 586, 635, 636, 638], особен-

но бактериоруберин [1543, 1541] из-за его высокого содержания в клетках галобакте-

рий. Определенной антирадикальной активностью обладает бактериородопсин. 

Галобактерии содержат марганецзависимую супероксиддисмутазу [717]. Инте-

ресно, что ген СОД расположен близко к гену, кодирующему фотолиазу [710, 711, 

717, 1071], – фермент фоторепарации. Оба фермента могут транскрибироваться од-

новременно или независимо, индуцируясь различными факторами, такими как O2 

или УФ-свет [1071]. Такая особенность индукции обоих ферментов уникальна для 

галобактерий, поскольку у других прокариот она не обнаружена.  

Каталаза галобактерий имеет заметное сходство с каталазой бычьей печени по 

молекулярной массе и кинетическим свойствам. Ее активность максимальная при 1 

М NaCl [1544, 1545].  

Пероксидаза галобактерий обладает и слабой каталазной активностью. Фер-

мент устойчив только в присутствии высокой концентрации соли и имеет макси-

мальную активность при 3 М NaCl [722]. 

Также у галобактерий найдена и очищена каталаза-пероксидаза [721]. Ее ак-

тивность максимальна при 1 М NaCl (пероксидазная активность) и 2 М NaCl (ката-

лазная активность). Фермент термостабилен и сохраняет свою активность вплоть до 

80–90 
о
С. 

Уровень СОД возрастает в аэробных условиях [717, 1071], при повышении 

температуры до 50–60 
о
С и при гипоосмотическом стрессе [912]. Уровень СОД, ка-

талазы и пероксидазы повышается при внесении 20 мМ H2O2 в среду с растущими 

клетками [586]. 

У H. salinarum JW5 выявлен и изолирован железо-связывающий белок DpsA, 

принадлежащий структурно к семейству белков ферритинов, но отличающийся от 

них по функциям и регуляции. Увеличение экспрессии гена dpsA наблюдается в 

условиях среды, богатой железом, и в условиях оксидативного стресса, что отличает 
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белок DpsA от белков-ферритинов у других бактерий, которые синтезируются при 

дефиците железа в среде [1546]. 

Наряду с отмеченными ферментами в защите ДНК от фотооксидативных по-

вреждений у галобактерий могут участвовать гликозилазы, AlkA, MutT, глицераль-

дегид 3-фосфатдегидрогеназа (GAPDH) и ряд других [1547]. 

H. salinarum, как экстремальный галофил, обладает мощной системой репара-

ции ДНК, намного более активной, чем у умеренных галофилов и галотолерантных 

микроорганизмов [627, 1072]. 

Из наиболее важных систем репарации у H. salinarum функционирует эксцизи-

онная репарация [1072, 1542, 1547, 1548] и фоторепарация, катализируемая фотолиа-

зой [1070, 1542, 1547, 1549, 1550]. Эксцизионная репарация эффективна в репарации 

6-4 фотопродуктов [1072, 1542, 1547].  

У галобактерий H. salinarum и H. cutirubrum выявлены две фотолиазы Phr1 и 

Phr2. Фотолиаза Phr2 относится к 8-гидрокси-5-деазафлавиновому типу. Макси-

мальная активность фермента наблюдается при 440 нм в 1 М NaCl [1070, 1550]. Фо-

тореактивация с участием фотолиазы Phr2 наиболее эффективна в репарации цикло-

пиримидиновых димеров. Она устраняет на свету более 50% всех повреждений в те-

чение 30 мин [1542]. Фотолиаза Phr1 является паралогом фотолиазы Phr2 и может 

действовать как криптохром, контролируя циркадные ритмы в ответ на синий свет. 

Однако из-за того что фотолиазы не отличаются от криптохромов по их первичной 

аминокислотной последовательности, сложно сделать однозначный вывод об их 

участии в суточных циклах [1547]. 

Геном H. marismortui кодирует три аналога фотолиаза/криптохром, два из кото-

рых аналогичны phr2 штамма Halobacterium NRC-1. Один из этих гомологов физи-

чески связан с единственным геном, кодирующим СОД H. marismortui. Это указыва-

ет на тесную связь систем репарации при повреждении ДНК под действием ультра-

фиолета, и их фотопродуктов, образующихся в среде обитания этих микроорганиз-

мов [1547]. 

Анализ генома Halobacterium NRC-1 выявил наличие генов супероксиддисму-

тазы (sod), генов двух гомологичных дезоксирибодипиримидинфотоли-

аз/криптохромов phr1 и phr2, принадлежащих к классу I семейства фотолиаз, и со-

путствующих генов pll, генов эндонуклеаз rad2, rad25a, rad25b, rad3a, rad3b, rad3c, 

uvrA, uvrB, uvrC, uvrD, uvdE, участвующих в эксцизионной репарации нуклеотидов, 

генов эксцизионной репарации оснований (ogg, mutT/mtl, mutY, urg, alkA, nfi, xthA), 

генов гомологичной рекомбинации (radA1-2, hjr, rbl, recJ, arj), ДНК-рекомбиназ ra-

dA1, radA2 (гомологов recA), негомологичных генов нуклеаз, геликаз, полимераз, 

участвующих в репарации посредством модификации концевых участков (mre11, 
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rad50, eif4A, polIV), гена ДНК-полимеразы umuC с байпасной активностью, игнори-

рующей поврежденные участки, генов АТФ-зависимых лигаз, а также гомологичных 

генов мисмэч репарации (mutS1, mutS2, mutL) [1503, 1505, 1547]. Кроме того, у Halo-

bacterium marismortui выявлены CRISPR (clustered regulatorly interspaced short palin-

dromic repeats) участки наряду с CRISPR-ассоциированными cas-генами (cas2, cas1, 

cas3, cas4). У штамма Halobacterium NRC-1 CRISPR-CAS система не выявлена. 

Также не выявлена система SOS-ответа [1547]. 

Обобщая рассмотренные особенности галобактерий, можно указать на следу-

ющие наиболее важные моменты, которые необходимо учитывать при совершен-

ствовании процессов их культивирования.  

1) Специфика обитания, фототрофность, способность переносить экстремаль-

ные условия обусловливает разнообразие в плане ответа галобактерий, таких как 

Halobacterium salinarum, на различные факторы, которыми можно воспользоваться с 

целью управления процессом культивирования in vitro. Такими факторами высту-

пают состав питательной среды, излучения различных длин волн, доступность суб-

страта, концентрация растворенного кислорода, стрессовые воздействия. 

2) Галобактерии показывают разнообразие ответов на свет, включая фототроф-

ный рост, фототаксис, регуляцию циркадных ритмов и механизмы фотозащиты. Ре-

гулирование количества газовых везикул и фототаксис, обусловленное восприятием 

света сенсорными родопсинами SR1 и SR2 и жгутиковым аппаратом клеток, способ-

ствуют перемещению галобактерий в оптимальные условия фотофосфорилирования 

в случае синтеза пурпурных мембран. Синтез каротиноидных пигментов защищает 

клетки от повреждающего действия коротковолновой составляющей Солнца, дости-

гающей поверхности земли. 

3) Штаммы галобактерий отличаются требовательностью к составу органиче-

ских компонентов питательных сред и условиям культивирования, нестабильностью 

синтеза и невысоким выходом бактериородопсина (не более 5–7% от массы клеток 

галобактерий). 

4) Наблюдаемые при стандартном культивировании неудовлетворительные 

воспроизводимость и нестабильность результатов, зачастую плохой рост галобакте-

рий, вариабильность в морфологии и цвете колоний и клеток могут быть обусловле-

ны особенностями их как экстремофилов, нестабильностью клонов, генетическими 

перестройками, большой зависимостью от условий среды обитания и состава ком-

понентов питания в среде, наличием в ней нежелательных примесей. 

5) Существует очевидный предел продуктивности по бактериородопсину для 

штаммов галобактерий: площадь пурпурных мембран не может превышать 50–70% 

площади поверхности клеток. Это означает, что повысить эффективность биосинте-
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за БР возможно только путем повышения уровня накопления биомассы, скорости 

роста, конверсии ростовых факторов в клеточную массу. Промышленные штаммы 

продуцентов бактериородопсина и режимы культивирования должны отличаться 

минимальным накоплением в биомассе каротиноидов, мешающих выделению и 

очистке БР в составе пурпурных мембран и снижению его стоимости. 

6) При высокой концентрации соли растворимость кислорода в концентриро-

ванной среде невысокая и может существенно ограничивать обеспечение культуры 

кислородом. Также необходимо учесть агрессивную природу среды с солью, что 

требует изготовления ферментационного оборудования, датчиков и т.п. из коррози-

онностойких материалов. Такие реакторы могут быть изготовлены из поликарбоната 

и других полимерных материалов. 

 

3.1.5. Культивирование рекомбинантных штаммов – трансформантов по 

рибофлавиновому оперону 

 

Исследования с рекомбинантными штаммами микроорганизмов проводились 

на примере бациллярных трансформантов по оперону синтеза рибофлавина.  

 

3.1.5.1. Свойства рибофлавина как фотосенсибилизатора и вещества с  

антиоксидантной и прооксидантной активностью 

 

Рибофлавин (витамин B2, 6,7-Диметил-9-(D-1-рибитил)-изоаллоксазин) – водо-

растворимое соединение, основной функцией которого в клетке является его участие 

в качестве прекурсора в синтезе флавиновых коферментов (FMN и FAD). Флавопро-

теины принимают участие в регуляции окислительно-восстановительного потенциа-

ла клетки. 

Рибофлавин плохо растворяется в воде (1 г в 3–15 литрах воды в зависимости 

от кристаллической структуры) и спирте, но достаточно хорошо растворим в  раз-

бавленных растворах щелочей, образуя ярко-желтый или оранжевый флуоресциру-

ющий раствор с максимумом флуоресценции при 565 нм. В нейтральных и кислых 

растворах и в темноте рибофлавин относительно устойчив – за месяц хранения при 

pH 6,0 и 27 °C сохраняется в неизменном виде 97% рибофлавина. Эти растворы 

устойчивы к нагреву, окислению, кислотам и пероксиду водорода. Кислые растворы 

могут быть стерилизованы автоклавированием. Щелочные растворы рибофлавина 

нестабильны.  

В отсутствие кислорода рибофлавин восстанавливается в 1,5-

дигидрорибофлавиновую форму.  
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В клетке совместно с глутатионредуктазой рибофлавин участвует в поддержа-

нии достаточного уровня глутатиона GSH и, таким образом, обладает антиоксидант-

ным действием. Часто рибофлавин опосредованно через GSH участвует в гашении 

активных форм кислорода и тем самым предотвращает перекисное окисление липи-

дов мембран [1551]. 

Рибофлавин нестабилен в присутствии солей железа, меди и солнечного света, 

особенно его УФ части спектра диапазона 350-400 нм [623]. В этих условиях он мо-

жет распадаться в течение нескольких часов с образованием рибитил-оксо-

хиноксалевой кислоты, 8-α-гидроксирибофлавина, формилметилфлавинацеталя, 

люмихрома, люмифлавина и др. Скорость распада более высока при высоких темпе-

ратурах и в растворах низкой концентрации. 

Рибофлавин сам по себе является эндогенным фотосенсибилизатором и проок-

сидантом [1101], что может использоваться в практических целях, например, для 

стимулирования корневого дыхания, фотосинтеза и роста растений [1552], при 

накожном применении кремов, содержащих рибофлавин совместно с антиоксидан-

тами, для усиления загара [1553]. 

Как компонент среды культивирования рибофлавин может являться источни-

ком свободнорадикальных частиц [623, 1554, 1555]. В водном растворе он образует 

комплексы с различными ионами металлов и аминокислотами, что важно, так как 

некоторые из этих комплексов переходят в токсичные субпродукты при освещении. 

Прием витамина B2 в больших количествах может способствовать развитию ката-

ракты у человека.  

Присутствие рибофлавина усиливает повреждающее действие УФ-радиации на 

ДНК. Фотовозбужденный рибофлавин проявляет мутагенные свойства и реагирует с 

dGMP с образованием анион-радикала рибофлавина и катион-радикала гуанина 

[371, 625].  

Комплексы рибофлавина с триптофаном и тирозином в условиях освещения 

обладают токсичностью [624]. В присутствии тирозина или триптофана рибофлавин 

на свету распадается с образованием в качестве субпродукта пероксида водорода и 

других АФК. Пероксид водорода формируется медленнее в отсутствие тирозина и 

триптофана при деградации рибофлавина [371, 624]. В дополнение к пероксиду во-

дорода комплекс рибофлавина с триптофаном может генерировать синглетный кис-

лород, который, окисляя гистидин, метионин и тирозин, приводит к образованию их 

токсичных субпродуктов. При интенсивном освещении и в присутствии кислорода 

токсические эффекты от образования комплексов резко усиливаются [623]. В анаэ-

робных условиях образование рибофлавин-триптофан аддуктов ингибируется в кис-

лой среде и при добавлении анионных (додецилсульфат натрия) или катионных (це-
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тилтриметиламмоний бромид) мицелл. Окисление триптофана, фотоиндуцированно-

го рибофлавином, существенно интенсивнее в щелочных растворах [624]. 

Очевидно, в аэробных условиях ферментации продуцентов рибофлавина по-

следний, как целевой продукт биосинтеза, может, с одной стороны, подвергаться 

распаду и модификации, с другой – выступать как фактор генерации свободных ра-

дикалов в составе многих сред, особенно при освещении, т.е. обладает прооксидант-

ным и стрессовым действием в отношении клеток микроорганизмов. Такое воздей-

ствие может усиливаться при сверхпродукции рибофлавина. Вероятно, клеточный 

ответ в этом случае будет аналогичен ответу на оксидативный стресс, с ингибирова-

нием биосинтеза, изменением скорости реверсии рекомбинантных штаммов к дико-

му типу и резкому снижению продуктивности по рибофлавину. Исследование про-

оксидантного действия рибофлавина может быть интересно с точки зрения модели-

рования условий и изучения отклика популяции микроорганизмов при ведении био-

синтеза с комбинированным действием стрессоров и антистрессоров и управления 

уровнем биосинтетической активности продуцента.  

 

3.1.5.2. Биохимические и генетические особенности синтеза рибофлавина у 

рекомбинантного продуцента Bacillus subtilis 

 

В генетическом и биохимическом отношении биосинтез рибофлавина лучше 

всего изучен у B. subtilis. Согласно имеющимся на сегодняшний день данным, в бак-

териях, как в грамположительных так и в грамотрицательных, рибофлавин синтези-

руется в пять стадий. Предшественником рибофлавина служит гуанозин–5–фосфат 

(ГТФ) и рибулозо–5–фосфат или его метаболит. Синтез рибофлавина подавляется 

при добавлении в среду экзогенного рибофлавина и его производных FMN и FAD. У 

Bacillus subtilis часть внутриклеточного пула флавинов всегда находится в восста-

новленной форме, причем субстратами для флавокиназы/FAD-синтазы и флавокина-

зы являются восстановленные формы рибофлавина и FMN. У B. subtilis рибофлавин 

и его производные в составе флавопротеинов участвуют в декарбоксилировании пи-

рувата и α-кетоглутарата, окислении жирных кислот, синтезе пиридоксальфосфата, 

катаболизме триптофана и red/ox-вариабельности глутатиона [1551]. 

Повышению ферментативной активности и интенсификации синтеза рибофла-

вина способствует более активное образование NADPH. NADPH образуется в окис-

лительной части пентозофосфатного пути, в частности в первой реакции, катализи-

руемой NАDР
+
-зависимой глюкозо-6-фосфатдегидрогеназой. Восстановленный 

NADPH ингибирует глюкозо-6-фосфатдегидрогеназу. Превращение NADPH в окис-

ленное состояние NADP
+
 приводит к ослаблению ингибирования фермента. При 
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этом скорость соответствующей реакции возрастает, и образуется большее количе-

ство NADPH. То есть данный механизм отвечает принципу регулирования с поло-

жительной обратной связью: чем больше у клетки имеется потребностей в анаболи-

ческих процессах и затратах NADPH, тем более интенсивно работает окислительная 

часть ПФП. Если потребности клетки в NADPH незначительны, то рибозо-5-фосфат 

образуется в результате обратимых реакций неокислительного этапа пентозофос-

фатного пути, используя в качестве исходных веществ метаболиты гликолиза – гли-

церальдегид-3-фосфат и фруктозо-6-фосфат [1556]. 

Рибофлавиновый оперон B. subtilis представляет собой группу из пяти струк-

турных неперекрывающихся генов ribG, ribB, ribA, ribH, ribT, транскрибируемых и 

регулируемых совместно как один rib-оперон. Также был обнаружен локус (ribC), не 

сцепленный с rib-опероном, мутации в котором существенно влияли на уровень экс-

прессии генов rib-оперона.  

Транскрипция с основного промотора rib-оперона контролируется внутрикле-

точным уровнем FMN (и частично FAD) без участия каких-либо дополнительных 

белковых факторов, поскольку FMN может непосредственно связываться с лидерной 

мРНК и способствовать формированию терминирующей шпильки, в результате чего 

происходит подавление экспрессии структурных генов оперона. Как было установ-

лено Мироновым А.С. и др. [1557-1559] такая модель регуляции транскрипции соот-

ветствует регуляции при помощи «рибо-переключателей» или «riboswitch».  

Следует отметить, что оперонная структура генов биосинтеза рибофлавина у B. 

subtilis отличается от организации генов rib-оперона в Е. coli и других грамм-

отрицательных бактериях, в которых гены биосинтеза рибофлавина разбросаны по 

хромосоме в четырех или пяти несцепленных локусах.  

Имеются данные о связи регуляции генов синтеза рибофлавина и окислитель-

ного стресса, индуцируемого у одноклеточных и многоклеточных организмов дей-

ствием активных форм кислорода. Установлено [1560, 1561], что у E. coli экспрессия 

как минимум одного гена биосинтеза рибофлавина, а именно ribA (кодирует GTP 

циклогидролазу 2), контролируется soxR/S системой регуляции, активация которой 

происходит в ответ на оксидативный стресс. Также под контролем данной системы 

находятся более 10 генов (ген глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы, супероксиддисмута-

зы, эндонуклеазы IV, фумаразы, ряд регуляторных белков). Система soxR/S включа-

ет два белка SoxR (17 кДа) и SoxS (14 кДа), являющихся ДНК-связывающими бел-

ками. SoxR также содержит редокс активный железо-серный кластер [2Fe-2S]. 

Именно SoxR является чувствительным к окислителям элементом регуляторной си-

стемы. В условиях окислительного стресса SoxR переходит в окисленное состояние 
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и активирует транскрипцию гена soxS, который и является, в свою очередь, тран-

скрипционным активатором генов, попадающих под контроль soxR/S системы. 

Обобщая рассмотренные особенности, можно отметить, что у штаммов B. 

subtilis сверхпродукция рибофлавина обычно достигается благодаря интенсифика-

ции процессов пентозофосфатного пути, биосинтеза пуринов, дерегуляцией рибо-

флавинового биосинтеза и внедрением генетических конструкций [1558]. Также 

вполне возможно ожидать сходной активации промоторов (промотороподобных 

структур) рибофлавинового оперона и биосинтеза рибофлавина в условиях оксида-

тивного стресса. Однако в связи с тем, что такой путь повышения активности про-

дуцента рибофлавина до последнего времени практически не рассматривался, целе-

сообразно остановиться на более детальном рассмотрении такой возможности. 

Для B. subtilis агенты оксидативного можно условно разделить на две группы 

[1562]. В первую входят типичные генераторы АФК, способные восприниматься 

общим фактором стресса sigB и активировать выработку антиоксидантных фермен-

тов [799]. Обычно это пероксиды, гипохлориты, плюмбагин, менадион и т.д. У B. 

subtilis пероксид водорода и его производные способны активировать регулоны 

стрессоустойчивости perR, spx, ohrR, marR, экспрессию генов биосинтеза антиокси-

дантов, в частности цистеина, метионина [612, 780-782, 798], а также вызывать пе-

реход к анабиозу и апоптозу, тормозя тем самым процессы репарации и самопод-

держания. 

Ко второй группе относятся неспецифические акцепторы электронов, действие 

которых связано с генерацией АФК косвенно. Обычно это вещества ароматической 

и гетероциклической природы: (паракват, дикват, пирогаллол, бензидин, нитрофу-

рантоин и т.д.). Их распознают специфические регулоны сигнальной трансдукции 

(sigM, pqr); имеются данные о работе селективных систем резистентности [799, 884, 

1562]. σ
M

 – фактор локализован на цитоплазматической мембране и участвует вме-

сте с сопряженными с ним ECF факторами в системе сигнальной трансдукции. Дан-

ная система репаративных генов активируется и при воздействии света видимой и 

ближней УФ-области [884]. 

Наиболее важную роль в sigM-регулоне играет белок yqjL [1562]. Он опосредо-

ванно активирует системы деградации пиридиновых колец параквата [1563]. Гене-

тический ответ на PQ-индуцированный стресс проявляется на стадии инициации 

транскрипции. Также в sigM-регулоне имеются гены репарации ДНК (radC, ypbG и 

recU), экспрессируемые в условиях стресса.  

У B. subtilis имеется система LOV (light, oxygen and voltage), то есть своеобраз-

ный преобразователь световой энергии в потенциал или энергию химической связи 

по аналогии с фототрофными организмами [882]. Основную роль играет белок YtvA-

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Eiamphungporn%20W%22%5BAuthor%5D


184 

флавопротеин (с коферментом FMN), рецептор синего света. Вероятнее всего име-

ются рецепторы и на другие области спектра, но надежные данные об этом отсут-

ствуют. YtvA является частью spx-регулона, включающего гены факторов тран-

скрипции и гены, ответственные за восстановление функций белков, поврежденных 

от оксидативного стресса. Имеются данные, что YtvA является позитивным регуля-

тором транскрипции sigB – фактора общего стресса, который контролирует экспрес-

сию индуцибельной каталазы, SOD и других систем устойчивости (spx, ohr). Через 

систему spx-регулона налажены регуляторные связи между sig-регулонами, в част-

ности между sigM и sigB. То есть, возможно проявление синергетического действия 

вещества-прооксиданта и света на экспрессию генов, при котором прооксидант про-

являет оксидантное воздействие, а свет усиливает это действие, обусловленное фо-

тохимической трансформацией вещества-прооксиданта с усилением физиологиче-

ской активности последнего. Аналогичные особенности могут наблюдаться и при 

влиянии рибофлавина на экспрессию репортерных генов. 

 

3.1.5.3. Совершенствование ферментации при микробиологическом  

синтезе рибофлавина 

 

Микробиологический синтез рибофлавина ведут в типичных условиях периоди-

ческого культивирования с аэрацией ферментационной среды от 16 до 72 ч, при тем-

пературе от 30 до 45 С, рН – от 5 до 8. рН поддерживают, используя неорганические 

и органические кислоты и основания. Однако культивирование продуцентов рибо-

флавина является довольно «капризным» процессом, так как зависит от очень многих 

факторов, и незначительное их изменение может может повлиять не лучшим образом.  

Выход рибофлавина сильно зависит от аэрации, что, как было отмечено выше, 

может быть обусловлено прооксидантными свойствами рибофлавина, способствую-

щего образованию АФК в этих условиях. Поэтому в каждом отдельном случае необ-

ходимо подбирать четко определенные условия. При небольшой или избыточной 

аэрации конечная концентрация целевого продукта может резко падать, что не соот-

ветствует утверждению, что чем лучше аэрация, тем больше выход рибофлавина. 

Ряд селекционированных и рекомбинантных бактерий, дрожжей и микроско-

пических грибов: B. subtilis, Candida famata, Ashbya gossypii и другие могут высту-

пать в качестве продуцентов рибофлавина [1564]. Для повышения выхода рибофла-

вина оптимизируют состав питательной среды и другие условия, реализуют процесс 

с подпиткой, используют различные варианты иммобилизации [1565-1567]. 

Так, согласно патенту [1566] биосинтез рибофлавина осуществляют с помощью 

дрожжей Candida famata ATCC 20849 в условиях высокоплотностного культивиро-
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вания с подпиткой субстратом и лимитирования скорости роста биомассы в интер-

вале от 2 до 20% от максимальной и соответственно биосинтеза рибофлавина добав-

ляемыми компонентами питания (глюкозы) при pH 3,0–5,5, регулировании содержа-

ния неорганических источников азота, железа и меди. Найденные режимы культи-

вирования снижают накопление этанола и арабитола, отношение выделяемого CO2 к 

потребляемому кислороду и повышают выход рибофлавина от субстрата. В режиме 

подпитки концентрация субстрата поддерживается в интервале 1–5 г/л. Особенно-

стью дрожжей является их устойчивость к повышенным концентрациям меди. 

В патенте [1567] описан метод культивирования рибофлавин-продуцирующего 

микрогриба Ashbya gossypii ATCC10895, используя в качестве источника углерода 

растительный или животный жир, при котором синтез и накопление рибофлавина 

происходит с использованием носителя – минеральной глины, обладающей жироад-

сорбционными свойствами. Рибофлавин затем отделяется химически или с помо-

щью кальциевого компаунда. Способ обеспечивает высокий выход, скорость синтеза 

и выделения рибофлавина, а также эффективное потребление субстрата при опти-

мальном соотношении глины в водной фазе и компонентов жира от 20:1 до 5:1. 

Наиболее активные продуценты рибофлавина получены на основе рекомби-

нантных штаммов Bacillus subtilis, обладающих сверхпродукцией рибофлавина. При 

использовании сложных питательных сред, а также при введении в ферментер угле-

водной подпитки достигают высоких плотностей популяции и уровней синтеза ри-

бофлавина [1568-1570]. 

В ГосНИИгенетики проводились работы по созданию штаммов-

сверхпродуцентов рибофлавина путем направленного внесения мутаций в rib-

оперон. В результате были получены штаммы В.subtilis GM44/pMX45, В.subtilis 

GM51/pMX45, В.subtilis GM41/pMX45, содержащие рибофлавиновый оперон из Ba-

cillus amyloliquefaciens на плазмиде и в хромосоме, способные к утилизации глице-

рофосфата в качестве единственного источника углерода, устойчивые к ингибирова-

нию роста глиоксилатом. Наиболее высокопродуктивный штамм был способен про-

изводить 9,6 г/л рибофлавина в течение 70 часов ферментации в колбах и 21 г/л ри-

бофлавина в течение 70 часов ферментации в ферментерах объемом 1 л [1570]. 

Известны решения, когда накопление рибофлавина повышали в результате отбо-

ра клонов на стрессоустойчивость, в частности, к осмотическому давлению [1569].  

Согласно патенту [1569], для биосинтеза рибофлавина используется мутант 

Bacillus subtilis CJKB0001 с повышенной продуктивностью по рибофлавину и 

устойчивый к осмотическому стрессу, возникающему при высоких концентрациях 

сахаров в питательной среде и вследствие накопления продуктов метаболизма. 

Штамм получают, обеспечивая его устойчивость к аналогам пролина (тиопролину), 
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для того, чтобы повысить внутриклеточное накопление пролина, как осмопротекто-

ра. Штамм накапливал 8,0 г/л рибофлавина при культивировании в колбах и 26,8 г/л 

рибофлавина при культивировании в 5 л ферментере, что выше на 19,6% по сравне-

нию с исходным штаммом, из которого был получен осмоустойчивый штамм. 

Дикий тип A. gossypii показывал сверхэкспрессию рибофлавина после резкого 

уменьшения скорости разбавления в непрерывной культуре. Однако другие стрессо-

вые воздействия (снижение аэрации, изменение температуры культивирования, вне-

сение соли) не оказывало такого стимулирующего воздействия на биосинтез рибо-

флавина [1569]. 

Таким образом, при постановке экспериментов с продуцентом рибофлавина 

необходимо учитывать, что компоненты среды, включая рибофлавин, в аэробных 

условиях могут окисляться с образованием АФК, т.е. оказывать прооксидантное 

действие на микробные клетки [371, 623, 624]. Скорость образования таких продук-

тов может повышаться при освещении среды в результате фотосенсибилизации и 

фотоокисления. Важно учитывать стрессорное действие АФК и окисленных продук-

тов рибофлавина и двойственное действие света: антистрессорное через фоторепа-

рацию и стрессорное через фотосенсибилизацию рибофлавина. 

 

3.2. Биологическая очистка сточных вод 

 

В главе 1 были кратко изложены основные подходы к дальнейшему совершен-

ствованию современных методов переработки отходов и биологической очистки 

сточных вод. Сами методы биологической очистки, их преимущества и недостатки, 

особенности их использования в решении экологических проблем были рассмотре-

ны подробно нами в кн.: Кузнецов А.Е. и др. Прикладная экобиотехнология, 2010. 

С точки зрения методологии управляемого культивирования микроорганизмов 

микробиологическая очистка сточных вод весьма несовершенна. Очевидно, это объ-

ясняется, во-первых, огромными потоками стоков, поступающих на очистку, что не 

позволяет их изолировать от окружающей среды и перерабатывать методами асеп-

тической ферментации, во-вторых, функционированием в очистных сооружениях 

сообществ микроорганизмов (активного ила, биопленок, гранул), а не чистых моно-

культур. Несмотря на эти особенности, подходы, апробированные для совершен-

ствования ферментационных процессов, могут использоваться и в практике очистки 

сточных вод. Рациональное применение решений, найденных для совершенствова-

ния методов ферментации, здесь может иметь наибольшее практическое значение. В 

этой связи в нашей работе биологической очистке сточных вод, как объекту иссле-

дований, уделялось большое внимание. 
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Рассматривались следующие направления совершенствования биологической 

очистки и их сочетания: 

- локальная биологическая очистка стоков с высокой концентрацией загрязне-

ний, токсичных веществ в биореакторах; 

- переработка органических отходов анаэробно-аэробным методом; 

- повышение окислительной мощности (производительности) биореакторов; 

- повышение эффективности удаления загрязнений; 

- повышение биодоступности органических отходов и загрязнений; 

- уменьшение количества вторичных отходов; 

- энергосберегающие решения; 

- эффективное удаление избытка азота и фосфора. 

Как и в исследованиях процессов биосинтеза, особое внимание было уделено 

способам очистки с использованием пероксида водорода. Это было обусловлено не-

сколькими причинами: 

1. Поскольку H2O2 играет важную роль в процессах самоочищения в природе, в 

частности, в замкнутых водоемах, то предполагалось, что его использование, вос-

произведение процессов самоочищения в техногенных средах приведет к повыше-

нию качества очистки сточной воды, снижению образования вторичных отходов 

(избыточной биомассы).  

2. Апробация варианта повышения биодоступности стойких поллютантов и 

улучшения показателей очистки при сочетании химических/фотохимических и био-

логических процессов. H2O2 в таком случае может выступать как химический агент, 

окисляющий и переводящий стойкое соединение в его биодоступную форму.  

3. Апробация и развитие предложенного нами подхода «контролируемый окси-

дативный стресс» применительно к биологической очистке сточных вод. В частно-

сти, комбинированное, сочетанное воздействие H2O2 и видимого света представля-

лось наиболее удобным вариантом с методической, технологической и экологиче-

ской точек зрения, в наибольшей степени воспроизводящим природные условия на 

твердых и водных освещаемых поверхностях. 

4. Предположением о возможной роли H2O2 как регулятора физиологического 

состояния микробных популяций, рассмотренной в главе 2.  

С целью разработки более эффективных интенсивных систем биодеструкции 

органических загрязнений, содержащихся в стоках в различных концентрациях, при 

одновременной минимизации вторичных отходов, образующихся в ходе 

биологической очистки, нами решались следующие задачи: 

- разработка методологии и получение микробиоценозов для деструкции 

органических токсикантов, содержащихся в стоках в высоких концентрациях; 
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- исследование биодеструкции в различных режимах: в периодическом, 

непрерывном хемостатном, с рециклом биомассы (в частности, в мембранном 

биореакторе); 

- разработка способов минимизации вторичных отходов при проведении 

интенсивных процессов биодеструкции, в частности, апробация режима 

периодического процесса с подпиткой высоконцентрированным субстратом-

токсикантом, режима с полным рециклом активного ила; 

- апробация гибридного процесса деструкции, при котором одновременно в 

одном и том же реакторе осуществляется и химическое, и биологическое 

разложение токсиканта; 

- исследование биологической очистки в условиях контролируемого 

оксидативного стресса; 

- исследование процессов с биопленками и гранулированным илом. 

Исследовались: 

- модельные и реальные фенол- и азотсодержащие стоки (см. разделы 3.2.2, 3.2.6.1, 

6.2); 

- модельные и реальные сточные воды пивоваренной промышленности (см. 

разделы 3.2.3, 3.2.4, 6.1, 6.3.1, 6.3.3); 

- модельные хозяйственно-бытовые стоки (см. разделы 3.2.4, 3.2.6, 6.3.3, 6.4); 

- модельные фосфорсодержащие стоки (см. раздел 3.2.6.2, 6.3.3); 

- образование биопленок и гранул ила (см. раздел 3.2.5, 3.2.6, 6.3.2, 6.3.3); 

- очистка модельных хозяйственно-бытовых стоков в мембранном биореакторе 

(см. раздел 6.4). 

- очистка с участием микроводорослей и цианобактерий (см. раздел 3.2.7, 6.5); 

Исследования по биологической очистке сточных вод инициировались органи-

зациями и предприятиями, эксплуатирующими или проектирующими очистные со-

оружения (ФГУП «Биотехнологический завод», пос. Серебряные пруды, Моск. обл.; 

Вороновский завод по производству солода, ВЗПС, пос. Вороново, Московская обл.; 

фирма «Энвиро-Хеми ГМбХ», ФРГ; коксохимическое производство Череповецкого 

металлургического комбината, АО «Северсталь»), а также проводились при 

финансовой поддержке в рамках грантов и проектов:  

1) Биологическая трансформация соединений азота в системах биологической 

очистки и биоремедиации (МНТП 4.12 Биотехнология, 1998). 

2) Использование биологических методов в экологически чистых 

производствах (МНТП 4.12  Биотехнология, 1998). 

3) Микробиологическая детоксикация природных сред, загрязненных органи-

ческими и неорганическими ксенобиотиками» (МНТП 4.12 Биотехнология, 1998). 
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4) Микробиологическая переработка высококонцентрированных стоков 

техногенного происхождения (АВП «Научные исследования высшей школы в 

области химии и химических продуктов». Раздел Биотехнология, 1999). 

5) Разработка высокоинтенсивных малосточных систем очистки техногенных 

потоков от органических поллютантов на основе микроорганизмов, адаптированных 

к окислительному стрессу (проект № 207.04.01.054 НТП «Научные исследования 

высшей школы по приоритетным направлениям науки и техники», подпрограмма № 

207 «Научные исследования высшей школы в области экологии и рационального 

природопользования», раздел «Проблемы техногенных образований и 

использования промышленных и бытовых отходов, 2001–2002», Заказчик 

Минобразование РФ). 

6) Разработка технологий высокоинтенсивного и ресурсосберегающего 

биокатализа и биосинтеза для получения продуктов кормового, пищевого и 

технического назначения (АВЦП «Развитие научного потенциала высшей школы», 

подпрограмма № 2 «Прикладные исследования и разработки по приоритетным 

направлениям науки и техники», направление № 3907 Технология живых систем 

(2004, 2005 гг.), профинансировано Рособразованием). 

7) Изучение коммуникационных взаимодействий в сообществе 

микроорганизмов при их структурной организации (АВЦП «Развитие научного 

потенциала высшей школы», подраздел № 2.1.1 «Проведение фундаментальных 

исследований в области естественных, технических и гуманитарных наук», (2006–

2008 гг.), профинансировано Рособразованием). 

8) Разработка гибридных биотехнологий для глубокой очистки сточных вод 

промышленных предприятий (шифр 2007-2-1.2-00-02-002, профинансированного 

Федеральным агентством по науке и инновациям, ГК 02.512.11.2157 от 1 августа 

2007 г. (2007, 2008 гг.). 

9) Биоинженерия и биологическая основа новых высокоэффективных методов 

культивирования микроорганизмов и их применение в микробиологическом синтезе, 

при переработке отходов и биологической очистке (ГК №  02.740.11.0784 от 24 ап-

реля 2010 г., ФЦП «Научные и научно-педагогические кадры инновационной Рос-

сии» на 2009-2013 годы). 

 

3.2.1. Концентрированные стоки  

 

В биологической очистке сточных вод актуальным является решение задачи 

переработки концентрированных стоков, содержащих свыше 0,5–5% веществ, 

растворенных в жидкой фазе. Примерами таких загрязненных потоков являются 



190 

сточные воды пищевой и перерабатывающей промышленности (барда, молочная 

сыворотка и др.), различные маточники при выделении целевых веществ в 

химической и микробиологической промышленности, стоки с ионообменных 

колонн, концентраты после упаривания и отгонки растворов, стоки и шламы 

предприятий металлургической, химической, фармацевтической, 

нефтеперерабатывающей, нефтехимической и других отраслей промышленности, 

вторичные отходы, шламы и осадки очистных сооружений, стоки животноводства и 

птицеводства, загрязнения в замкнутых системах водопотребления, в системе 

очистки газов. К этой группе стоков также можно отнести и накопленные и 

запрещенные к использованию химикаты: хлорорганические соединения, такие как 

полихлорированные бифенилы, хлорбензолы, некоторые пестициды, отработанные 

низкорадиоактивные полимерные материалы и др. Их накопленные количества 

исчисляются сотнями тысяч тонн. Эти отходы являются одними из наиболее 

трудноперерабатываемых и обезвреживаемых.  

Стоки пищевой, перерабатывающей, микробиологической промышленности, 

содержащие в большом количестве органические вещества в легкоусвояемой форме, 

минеральные соединения азота и фосфора, могут быть утилизированы с получением 

полезных продуктов. Токсичные и опасные стоки и отходы либо складируются и 

захораниваются, либо перерабатываются на локальных очистных сооружениях. 

Часто высококонцентрированные стоки перерабатывают химическими методами, 

сжиганием, что повышает капиталовложения, трудоемкость очистки, снижает ее 

эффективность. Использование же биологических методов сопряжено с 

определенными трудностями. 

Переработка концентрированных стоков отработанными и традиционными 

аэробными биологическими методами – в аэротенках или на биофильтрах имеет ряд 

недостатков: 

- необходимость предварительной подготовки и многократного разбавления 

высококонцентрированных стоков для минимизации токсичного действия на живые 

организмы очистных сооружений и других негативных эффектов присутствующих 

токсикантов; разбавление для обеспечения стабильной аэробной очистки ведет к 

увеличению объемов перерабатываемых стоков (иногда в десятки и сотни раз), 

очистных сооружений, потребляемой технологической воды, энергозатрат на 

прокачивание сточной воды и совокупных затрат на очистку, к попаданию в 

окружающую среду вторичных отходов, образующихся при обработке стоков; 

- высокая биостойкость ряда органических поллютантов; 

- невысокие концентрации активных илов и функционирующих биопленок, 

низкая интенсивность процесса, необходимость регенерации активного ила и, соот-
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ветственно, регенератора в аэротенках для восстановления окислительной активно-

сти микроорганизмов, что приводит к потере полезного объема аэротенка, сниже-

нию его производительности и, как следствие, потребность в больших площадях под 

очистные сооружения; 

- образование вторичных отходов: большого количества избыточной биомассы 

(активного ила, биопленки), утилизация которой также является экологической про-

блемой; их складирование на полигонах захоронения ведет к отчуждению площадей, 

загрязнению почв и грунтовых вод; 

- необходимость введения дополнительных количеств биогенных элементов 

для поддержания активности микроорганизмов очистных сооружений в случае 

дефицита этих элементов в перерабатываемом потоке; их несбалансированное 

избыточное внесение в очищаемую среду ведет к дополнительному загрязнению 

окружающей среды, эвтрофикации водоемов, накоплению нитратов в 

сельскохозяйственной продукции; 

- неоптимальный тепловой баланс и снижение вследствие этого скорости 

биологического процесса; 

- трудности адаптации активного ила к широкому спектру ксенобиотиков при 

их разложении в составе общих промстоков; 

- сложности в обеспечении требуемых нормативов содержания остаточных 

загрязнений в случае очистки без разбавления сточной воды и необходимость 

организации стадии доочистки сточных вод в случае повышенных требований к 

качеству очистки выходных потоков. Так, даже при использовании наиболее 

передовых биологических очистных сооружений, как правило, не удается 

обеспечить требуемые нормативы очистки для сброса в природные водоемы, если 

ХПК загрязненной воды на входе превышает 1000 мг/л; 

- попадание высококонцентрированных стоков в основные очистные 

сооружения, что приводит к образованию в аэротенках активных илов с высоким 

иловым индексом, ухудшению работы вторичных отстойников, а с этим к снижению 

концентрации активного ила и возрастанию продолжительности аэрации. 

Таким образом, разработка более чистых, малоотходных, малосточных, 

высокоинтенсивных и низкозатратных методов микробиологической очистки и 

обезвреживания сточных вод, шламов, вторичных отходов с высокой концентрацией 

органических загрязнений имеет важное практическое значение. Применительно к 

биотехнологическим методам это означает, что биоочистные установки должны 

быть компактными, биологические агенты выдерживать высокие концентрации 

токсикантов и других загрязнений, их разложение в биореакторах до безопасных 

продуктов должно быть близко к 100%, количество вторичных отходов и 
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загрязнений, образующихся в биореакторе, должно быть незначительным. С точки 

зрения превентивных экологически чистых методов высококонцентрированные 

стоки должны перерабатываться и обезвреживаться без разбавления, без внесения 

дополнительных реагентов и питательных субстратов, с минимизацией энергозатрат, 

без образования избыточного активного ила. 

Один из подходов к переработке и обезвреживанию высококонцентированных 

стоков превентивными методами основан на использовании локальных установок 

биологической очистки, имеющих достаточно узкий набор специфических загрязне-

ний. Как правило, обезвреживание и очистка концентрированных стоков обходится 

дешевле, чем очистка разбавленных стоков с тем же суммарным количеством за-

грязнений. 

Высококонцентрированные стоки можно очищать с помощью культур 

микроорганизмов-деструкторов, селекционированных для каждого конкретного 

случая и устойчивых к повышенным и токсичным концентрациям загрязнений. 

Снизить биотоксичность загрязнений можно путем дробного внесения 

обезвреживаемого и разлагаемого материала в среду с микроорганизмами и 

необходимыми компонентами минерального питания, предобработкой стойких 

отходов, внесением в ряде случаев косубстратов – аналогов деструктируемых ве-

ществ, оптимизацией условий обработки. 

Другой вариант переработки высококонцентрированных стоков может быть 

реализован с использованием вышерассмотренного метода высокоплотностного 

культивирования. Аналогией высокоплотностного культивирования в 

биологической очистке сточных вод являются режимы работы аэротенка с полным 

рециклом ила (с полным самоокислением ила), однако они не позволяют обеспечить 

существенное увеличение концентрации активного ила в рабочем пространстве и 

высокое качество очищенной воды. В режиме же высокоплотностного 

культивирования также возможно уменьшение удельного выхода биомассы 

активного ила на единицу минерализованных загрязнений, т.е. минимизации 

образования вторичных отходов. Известно, что в уплотненных ценозах прирост ила 

уменьшается [1571]. Для еще большего уменьшения количества нарастаемого 

активного ила биологическую очистку можно проводить в режиме разобщения 

анаболической и катаболической активности, например, путем ограничения 

содержания микроэлементов в очищаемой среде или делая перерывы в подпитке 

субстратом. Развитие такого метода требует разработки путей устранения 

неблагоприятных эффектов продуктов метаболизма в режиме с подпиткой 

субстратом-токсикантом. 
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Еще один вариант заключается в объединении анаэробной предварительной 

обработки высококонцентрированных стоков с аэробной доочисткой. Он имеет 

определенные преимущества, среди которых уменьшенное потребление энергии и 

количество образующегося избыточного ила, высокая производительность и 

уменьшение площади, занимаемой очистными сооружениями. Такое решение 

типично для современных энергосберегающих и малоотходных технологий с 

двухступенчатой анаэробно-аэробной очисткой стоков с высокой концентрацией 

органических загрязнений (ХПК > 3000 мг/л), в которой на первой стадии основная 

часть органических загрязнений сбраживается с образованием биогаза, а оставшаяся 

часть минерализуется аэробно. Комбинирование анаэробной и аэробной очистки 

способствует существенной экономии эксплуатационных затрат по сравнению с 

только аэробной очисткой без превышения согласованных норм сброса. 

Значительная часть методов анаэробно-аэробной очистки, широко внедряемых 

в мире в последние 20–25 лет, в том числе в отечественной промышленности с при-

влечением зарубежных фирм, ориентированы на использование гранулированного 

анаэробного ила и высокоинтенсивных анаэробных реакторов, в частности UASB-

реактора.  

В России современные анаэробно-аэробные методы очистки наиболее широко 

начали внедряться зарубежными фирмами в пивоваренной промышленности [54, 

65]. Лидером в области внедрения в промышленность передовых анаэробных мето-

дов очистки сточных вод являлась фирма Энвиро-Хеми (Германия) 

(http://www.enviro-chemie.ru). При использовании построенных этой фирмой много-

ступенчатых анаэробно-аэробных систем очистки сточных вод пивоварения с ХПК 

на входе 5000–7000 мг/л, содержание остаточных загрязнений снижается до 40–100 

мг/л, что хотя и не удовлетворяет российским требованиям к стандартам очистки 

при сбросе сточных вод в естественные водоемы, но существенно снижает затраты 

на последующую доочистку стоков. 

К настоящему времени построены или находятся в стадии проектирования ин-

тенсивные анаэробные очистные сооружения для пивоваренной промышленности, 

производства безалкогольных напитков, чипсов, молокопродуктов. На анаэробной 

стадии используются UASB, EGSB реакторы, анаэробные биофильтры; на второй, 

аэробной, – различные модификации аэротенков и биофильтров, SBR систем. На 

большинстве из построенных очистных сооружений используются UASB-реакторы. 

Обследование работы анаэробно-аэробных очистных сооружений филиала 

ОАО Пивоваренная компания «Балтика» в г. Самара, выполненного нами по иници-

ативе фирмы «Энвиро-Хеми» (Германия), спроектировавшей данные очистные со-

оружения, показали, что затраты электроэнергии на 1 кг удаленных органических 

http://www.enviro-chemie.ru/
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загрязнений для анаэробно-аэробного процесса составляют 0,2–0,4 кВт.ч/кг ХПК, 

что в несколько раз ниже показателей, типичных для аэробных процессов. При этом 

количество образующегося избыточного ила (сумма анаэробного и аэробного) со-

ставляет 0,14-0,18 кг/кг ХПК (по асв), что в 2–3 раза меньше, чем в случае использо-

вания только аэробного процесса. Кроме того, не требуется внесения дополнитель-

ного количества биогенных элементов, необходимых для обеспечения жизнедея-

тельности анаэробного ила. ХПК на входе 5000–7000 мг/л после анаэробной стадии 

снижается до 250–300 мг/л в интервале нагрузок по ХПК 1500–12000 кг/сут.м
3
. 

Анаэробный реактор обеспечивает удаление основной массы загрязнений (75–95% 

по ХПК). После стадии аэробной доочистки ХПК в воде на выходе из очистных со-

оружений составляет 40–100 мг/л, а содержание аммонийного азота 0,2–0,3 мг/л. Вся 

система очистки обеспечивает удаление загрязнений из сточной воды на 99,0 – 

99,5% [54]. 

Оценочные расчеты показали, что экономия за счет снижения энергозатрат и 

экологических платежей за 10 лет при эксплуатации анаэробно-аэробной системы 

очистки сопоставима с затратами на ее строительство по сравнению с аэробной си-

стемой. 

Наши собственные экспериментальные исследования переработки зерно-

спиртовой барды [1206, 1212] и эколого-экономическая оценка, приведенная в 

нашей книге «Прикладная экобиотехнология» [2] на примере таких отходов, как 

зерновая барда спиртового производства или молочная сыворотка, также показали, 

что наиболее рациональным вариантом является их малоотходная и энергосберега-

ющая анаэробная утилизация с получением биогаза. Однако для реализации этого 

метода обезвреживания традиционные методы сбраживания в метантенках или сеп-

титенках не подходят вследствие низкой интенсивности биологического процесса 

разложения, нестабильности анаэробного брожения и метанообразования, повышен-

ного расхода тепла на обогрев анаэробного реактора, особенно в холодной климати-

ческой зоне. В то же время использование высокоэффективных реакторов нового 

поколения и накопленный за рубежом опыт их промышленной эксплуатации, а так-

же появившийся опыт их внедрения в пищевой и пивовареной промышленности в 

России позволяют говорить о возможности использования анаэробно-аэробного ме-

тода в отечественной спиртовой отрасли для переработки барды.  

 

3.2.2. Модельные и реальные фенолсодержащие стоки 

 

В работе исследовалась модельная система биоокисления фенола. Фенол для 

исследований был выбран по той причине, что фенольные соединения составляют 
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большой класс органических токсикантов; фенольные кольца входят в состав мно-

гих природных соединений; расщепление фенола микроорганизмами является цен-

тральным звеном в цепи метаболизма ароматических соединений: ксенобиотиков и 

природных соединений. Особенности метаболизма таких соединений у микроорга-

низмов были подробно рассмотрены нами ранее [4]. Поскольку закономерности 

биологического окисления фенола могут быть распространены на широкую группу 

ксенобиотиков, разработка эффективных экологически дружественных методов 

биологической очистки в отношении биодеструкции фенола и их положительные 

результаты могут иметь важное практическое значение. 

В незагрязненных или слабозагрязненных речных водах фоновое содержание 

фенолов обычно не превышает 20 мкг/л. Фенолы, в целом, соединения относительно 

нестойкие и подвергаются биохимическому и химическому окислению, поэтому в 

летний период фоновое содержание фенолов в загрязненных водах падает из-за более 

высоких скоростей распада. Кофактором или сопутствующим продуктом в некоторых 

из ферментативных реакций может выступать пероксид водорода. Многие амины и 

фенолы способны окисляться пероксидом водорода естественного происхождения. 

Реакции окисления фенолов пероксидом водорода протекают эффективно в широком 

диапазоне температур и концентраций. В качестве продуктов окисления фенола пер-

воначально образуются гидрохиноны и катехины, которые затем окисляются до соот-

ветствующих хинонов и далее до дикарбоновых кислот, в конечном итоге до CO2. 

Важную роль в окислении фенолов пероксидом водорода играет фермент фенолокси-

даза. Некоторая часть фенолов может образовывать связанные остатки в результате 

процессов конденсации и полимеризации с природными соединениями с образовани-

ем сложных гумусоподобных и других довольно устойчивых соединений. 

Способностью расщеплять фенольные соединения с разрывом ароматического 

кольца обладают многие бактерии и грибы, в том числе большинство обычных поч-

венных бактерий и грибов [1572, 1573]. Особенно разностороннюю активность в 

этом смысле проявляют бактерии, в том числе псевдомонады, микобактерии, спи-

риллы, кокки и спороносные формы. Согласно литературным данным, высокими 

возможностями в отношении деструкции фенола обладают штаммы, полученные из 

сточных вод производства фенолформальдегидных смол, и используемые в анаэроб-

ном процесе деструкции, разработанном в Институте коллоидной химии и химии 

воды им. А.В. Думанского АН Украины [1574]. В этом процессе достигается ско-

рость деструкции фенола до 1 г/л·ч. Однако в аэробных условиях разложение фено-

ла наблюдается при концентрациях не более 2–3 г/л в исходной среде. Максималь-

ная скорость протекания процесса в непрерывных условиях – до 0,1–0,3 г/л·ч.  
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Основной поток загрязнений фенолами связан с образованием фенолсодержа-

щих сточных вод и шламов. В силу хорошей растворимости в воде, содержание фе-

нолов в сточных водах некоторых предприятий может достигать 10–20 г/л. Сточные 

воды помимо фенола содержат другие биостойкие загрязнения: нефтепродукты, ам-

миак, альдегиды, смолы и другие вредные вещества. Очистка таких стоков прово-

дится в несколько последовательных стадий с удалением органических поллютантов 

(нефтепродуктов, фенолов, роданидов и др.) на первых стадиях, неорганического 

азота (в коксохимическом производстве) на последующих стадиях. Биологическая 

очистка их часто затруднена из-за токсичного действия загрязнений на биоценозы 

очистных сооружений. В этом случае перед биологической очисткой стоки разбав-

ляют другими производственными стоками. Однако многие стоки, содержащие фе-

нол, не имеют приемлемых методов очистки и собираются в накопители или обез-

вреживаются термически (сжиганием). 

Важными источниками образования сточных вод, содержащих: фенол, бензол, 

нафталин, пиридин, роданиды, цианиды, аммиак и др., являются коксохимические 

предприятия. Содержащиеся в сточных водах фенолы состоят примерно на 60% 

непосредственно из фенола и на 30–40% из крезолов. В некоторых случаях содержа-

ние фенола в них достигает 9–11 г/л. В незначительных количествах в них содер-

жатся также ксиленолы и многоатомные фенолы [1575]. Наряду с фенолами харак-

терным компонентом сточных вод коксохимического производства являются рода-

ниды. Высокое содержание токсичных для биологических систем веществ – фено-

лов, роданидов и др. в сточных водах требует разбавления последних технической 

водой. Поступающие на биохимическую очистку фенольные воды со всех источни-

ков после их смешивания содержат примерно 0,2–0,4 г/л фенолов [1576]. 

В промышленности для очистки сточных вод от фенолов в настоящее время ис-

пользуют две группы методов: регенерационные и деструкционные. Первая группа 

предусматривает выделение и использование фенолов, вторая – их уничтожение с пре-

вращением в безвредные вещества. Для предприятий с небольшим количеством фе-

нольных стоков более простым и экономичным может явиться уничтожение фенолов. 

Концентрированные сточные воды (>7 г/л) подвергаются обесфеноливанию пре-

имущественно экстракционными методами. После этого они вместе с другими произ-

водственными и бытовыми стоками передаются на биохимическую очистку. Извлече-

ние экономически выгодно только при содержании фенола в стоках более 2–3 г/л 

[1576, 1577]. Содержание фенолов в сточных водах после очистки регенерационными 

методами находится в пределах 100–500 мг/л. Дальнейшую их очистку проводят од-

ним из деструкционных методов, включая биологический в аэротенках [1576]. В по-

следние поступают стоки с содержанием фенолов не более 100–150 мг/л [1576-1578]. 
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После биологической очистки таких сточных вод содержание фенолов снижается до 

0,5–1,5 мг/л. Достаточно глубокая очистка сохраняется и при содержании фенолов в 

исходных стоках до 1000 мг/л, причем и в этом случае остаточное содержание фено-

лов в очищенной воде остается достаточно низким: 3–4 мг/л [1579].  

При соблюдении оптимального режима – отсутствия в стоках механических 

примесей, масел и смолообразных веществ, постоянстве состава сточных вод, тем-

пературе 25–30 
o
С, рН 7,0–8,5, наличия необходимого количества биогенных эле-

ментов и кислорода, использования адаптированной к окислению фенолов микро-

флоры возможно достаточно эффективное обесфеноливание концентрированных 

фенолсодержащих сточных вод с содержанием фенолов до 500–1000 мг/л. Примене-

ние в данном способе бытовых сточных вод не допускается [1580, 1581]. При пре-

вышении этих величин возникает задача разработки специальных методов биологи-

ческой очистки с использованием микроорганизмов, адаптированных к высоким 

концентрациям фенолов. 

Таким образом, проблема обезвреживания фенолов является одной из наиболее 

актуальных в практике биологической очистки загрязненных сред. Важную роль в 

решении этой проблемы отводят биологическим методам.  

В работе проводились исследования с модельными фенолсодержащими стока-

ми с целью совершенствования схемы биологической очистки с удалением фенолов, 

в том числе с использованием оксидативного воздействия пероксидом водорода.  

 

3.2.3. Сточные воды пивоваренной промышленности 

 

Исследования со стоками пивоварения проводились совместно с представите-

лями фирмы «Энвиро-Хеми» (Германия) и были инициированы задачей экспертной 

оценки работы анаэробно-аэробной системы биологической очистки сточных вод 

предприятий АО Пивоваренная компания «Балтика», а также проблемой нормализа-

ции работы очистных сооружений в пусковой период на Вороновском заводе по 

производству солода.  

Сточные воды пивоварения содержат, главным образом, органические загряз-

нения в высоких концентрациях (ХПК до 5–7 тыс.), 300–2000 мг/л взвешенных ве-

ществ, 50–100 мг/л соединений азота, которые представляют собой большей частью 

соединения органического азота (белок, дрожжи) и только частично азот аммония и 

нитратов. 

Типичные концентрации загрязнений в сточных водах пивоваренного произ-

водства: ХПК – 600–1400 мг О2/л, взвешенные вещества – 300–2000 мг/л, Nобщ – 50–

200 мг/л,  N-NH
+

4- 10–40 мг/л, Робщ – 10–60 мг/л., БПК5 – 1000–5000 мг О2/л. 
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Для сточных вод пивоваренного завода, работающего в нормальном рабочем 

режиме, характерны значительные колебания потока и резкие перепады концентра-

ций загрязняющих веществ в воде. Значение рН варьирует в широких пределах, 

причем характерно смещение рН в щелочную область. Сточные воды могут иметь 

временами значение рН 11. 

 
Рисунок 3.1 – Химическая структура флавоноидных гликозидов. 

 

Стоки солодовен, особенно первая вода замачивания, окрашены в желтый цвет 

даже после стадии биологической очистки. Они характеризуются высоким содержа-

нием рутина, геспередина и квертецина (рис. 3.1) – флавоноидов, придающих жел-

товатую окраску стокам и весьма стойких к аэробному биологическому разложению 

[1582]. В фильтрованном пиве основным полифенольным соединением является 

квертецин. Окраску стокам также могут придавать пектиновые и азотистые крася-

щие вещества (бетаино-подобные и другие), пигменты (каротины, антоцианы), экс-

трагируемые из зерна в процессе его замачивания. 

Для биологической деструкции многих из этих соединений необходимо при-

сутствие микроорганизмов с высокой активностью окислительных ферментов: лак-

каз, Mn-зависимых пероксидаз, фенолоксидаз и др. Наибольшей активностью пере-

численных ферментов обладают микроскопические грибы, однако в активном иле 

очистных сооружений они развиваются при pH 3–5, т.е. условия очистки сточной 

воды неблагоприятны для их развития.  
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На таких стоках тестировалась возможность повышения эффективности биоде-

струкции органических загрязнений с внесением в очищаемую среду пероксида во-

дорода как варианта апробации гибридного процесса с одновременным совмещени-

ем по месту и времени биологического и химического окисления загрязнений. 

Также использовались модельные стоки пивоварения, приготовленные на ос-

нове безалкогольного пива «Балтика-0». С данными стоками изучалась возможность 

гранулообразования активного ила в аэробных условиях при внесении в очищаемую 

среду пероксида водорода, а также в процессе непрерывной аэробной биологической 

очистки в аэротенке со вторичным отстойником в режиме с полным рециклом ила. 

 

3.2.4. Образование гранул ила в аэробных условиях и SB-реакторы 

 

Гранулообразование наблюдается и гранулированный ил используется во мно-

гих современных анаэробных биореакторах (UASB и др.). В настоящее время в об-

ласти биологической очистки сточных вод предпринимаются определенные попыт-

ки по получению, изучению и использованию гранулированного ила в аэробных 

процессах [33, 1583-1589], в частности, на стадии доочистки сточных вод при удале-

нии соединений азота и фосфора [211, 1590-1602].  

В аэробных условиях возможность появления концентрированных агрегатов 

ила лежит в основе классической технологии очистки сточных вод в системе аэро-

тенк – вторичный отстойник. Своеобразные условия существования формируют ак-

тивный ил и его способность к флокуляции, которая является одной из важнейших 

характеристик состояния биоценоза. Однако несмотря на флокуляцию, ил во вто-

ричных отстойниках оседает несравнимо хуже, нежели в случае гранулообразова-

ния. 

Гранулообразование наблюдается с участием относительно медленно растущих 

аэробных микроорганизмов: при сульфатредукции, нитрификации, окислении суль-

фидов, при определенном гидродинамическом режиме [1603-1606]. 

Гранулированный ил обладает хорошими седиментационными свойствами и 

целевой активностью, не вспухает, легко удерживается в биореакторе, более устой-

чив к стрессовым воздействиям, что обеспечивает его высокую совокупную концен-

трацию и содержание активной биомассы в рабочей зоне биореактора [1583, 1587, 

1607-1609]. В этой связи использование ила в виде гранул с высокими седиментаци-

онными характеристиками позволило бы относительно легко повысить концентра-

цию ила в аэробных реакторах, а с этим и производительность реакторов, решать 

проблемы вспухания ила и пенообразования. Благодаря микрозональной организации 

гранул, аналогичной наблюдаемой в биопленках биофильтров [1610-1619], можно 
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было бы ожидать и повышения эффективности очистки с уменьшением содержания 

остаточных загрязнений в сточной воде, и получить ил с хорошими фильтрационны-

ми свойствами при его обезвоживании, со сниженной адгезионной способностью к 

мембранам при очистке в мембранных биореакторах [226, 1620-1626]. 

В анаэробных реакторах образование гранул наблюдается в условиях, создаю-

щих селективные преимущества для удерживания более плотных гранул в реакторе 

и вымывания суспендированных клеток и флокул ила из-за различий в скорости их 

седиментации, в частности, под действием восходящего потока воды, создаваемого в 

реакторе [1627-1630]. Первоначально гранулы формируются в результате совмест-

ного агрегирования суспендированных частиц и растущих бактерий. Под действием 

восходящего потока воды более легкие частицы и неагрегированные бактерии вы-

мываются, а агрегаты остаются, и, таким образом, происходит автоселекция их.  

Исследования с анаэробными метаногенными гранулами показали, что направ-

ление и скорость процесса грануляции, а также характеристики сформированного 

гранулированного ила зависят от видового состава и соотношения микроорганизмов 

в гранулах, таких их свойств, как скорость роста и отмирания, морфология, суб-

стратная специфичность, гидрофобность, заряд поверхности, способность синтези-

ровать специфические полимеры [1631-1635]. На эти свойства могут влиять условия 

окружения: состав питания и загрязнений сточной воды, гидродинамический режим, 

физико-химические факторы, биологическое окружение, стрессовые воздействия, 

такие как голодание, ограничение в питательных компонентах, высокие силы сдви-

га, механические напряжения [1627, 1636-1639]. Среди этих свойств особенно важна 

скорость роста и отмирания. Медленно растущие микроорганизмы формируют ком-

пактные плотные гранулы с хорошей осаждаемостью, по «механической» прочности 

сравнимые с биопленками на носителе.  

Многочисленные исследования подтверждают, что структура гранул подобна 

структуре биопленок [1610-1619, 1640-1645], в которых важную роль в организации 

пространственной структуры играют межклеточная коммуникация и мультиклеточ-

ная координация. Примером такой коммуникации является кворум сенсинг (QS), 

участвующий в социальном поведении бактерий, как обменный сигнал между инди-

видуальными клетками, позволяющий всей популяции выбрать оптимальный путь 

взаимодействия с окружающей средой и отвечать на стресс [755, 762, 1646-1648]. 

Выгоды от пространственной организации заключаются в более эффективной про-

лиферации, доступу к ресурсам и нишам, которые не могут использоваться изолиро-

ванными клетками.  
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Несмотря на то что гранулообразование возможно при очистке различных 

сточных вод, в обычных системах с аэротенками и вторичными отстойниками гра-

нуляция не происходит. 

Гранулы ила размером 1–5 мм могут образовываться в SB-реакторах 

(Sequencing Batch Reactor) с циклическим аэробно-анаэробным отъемно-доливным 

режимом для удаления избытка биогенных элементов на стадии доочистки сточных 

вод [1590-1598, 1602, 1649-1655], что нашло практическое применение за рубежом 

при третичной очистке сточных вод с целью удаления из них биогенных элементов.  

По принципу действия SBR аналогичен окислительным аэрируемым прудам 

(лагунам) с меняющимся уровнем – низкозатратным, но малопроизводительным си-

стемам очистки. Этот реактор позволяет проводить нитрификацию (при аэробных 

условиях) и денитрификацию (в аноксигенных условиях при отстаивании ила) в 

циклическом режиме: в реактор загружается порция сточной воды, затем она аэри-

руется несколько часов, но без механического перемешивания, которое может раз-

рушить новообразованные гранулы, после чего аэрация отключается также на не-

сколько часов, перемешивание содержимого реактора прекращается, ил оседает, 

часть осветленной воды сливается (от 25 до 60% объема SBR), затем вновь добавля-

ется аналогичное количество исходной сточной воды и включается аэрация. Про-

должительность цикла составляет от 2 до 12 ч. При циклическом режиме органиче-

ский субстрат или азот подается порциями и поэтому глубже проникает в гранулу, 

когда его концентрация резко увеличивается. В непрерывном же режиме концентра-

ция субстрата всегда невысокая. Поэтому плотность гранулы выше, чем биопленки. 

Общими проблемами реакторов как с гранулами, так и с биопленкой, являются 

ограничение скорости биологических процессов транспортом субстратов и продук-

тов в пленке, осуществляемым в основном за счет диффузии, длительность форми-

рования гранул или пленки, что увеличивает время ввода реактора в эксплуатацию, 

затрудненность контроля толщины биопленки, возможность выноса частиц из реак-

тора при избыточном росте биомассы, сложность равномерного распределения по-

токов при больших объемах реакторов, образование застойных зон и заиливание ра-

бочей зоны. 

Таким образом, поиск условий для аэробного гранулообразования представляет 

собой самостоятельную практически важную задачу. Если бы удалось найти и обес-

печить условия формирования и поддержания стабильности гранул в аэробном и не-

прерывном проточном режиме, то можно было бы существенно улучшить показате-

ли работы аэробных биореакторов за счет более высокой плотности биомассы, 

нежели в пленке биофильтра или в аэротенке (60 г/л в гранулированной среде по 

сравнению с 2 г/л в аэротенке). 
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Надо иметь в виду, что в аэробных условиях с илом в виде гранул достаточно 

большого размера процесс очистки сточных вод может чрезмерно лимитироваться 

массообменом по кислороду уже при относительно невысокой окислительной мощ-

ности из-за низкой растворимости в воде и затрудненной диффузии кислорода 

внутрь гранулы. В данном случае размер гранул определяется сочетанием трех фак-

торов – скоростью массопередачи субстрата в гранулы, скоростью биоокисления 

субстрата и скоростью прироста биомассы в гранулах [1586, 1656-1670]. В исследо-

вании [1657] определялось распределение живых и мертвых клеток в аэробных гра-

нулах и оказалось, что мелкие гранулы размером около 600 мкм полностью состоят 

из живой биомассы. При помощи FISH-анализа было показано наличие анаэробной 

зоны с отмершими клетками на расстоянии 800–900 мкм от поверхности аэробных 

гранул. Критическим является радиус гранул 350 мкм, то есть для аэробных гранул 

диаметром менее 700 мкм микробные реакции не лимитируются диффузией, а для 

гранул более 700 мкм в диаметре диффузия субстратов и кислорода является лими-

тирующим фактором. Таким образом, гранулы должны иметь оптимальный радиус, 

при котором кислород и питательные вещества могли бы проникать внутрь гранул. 

Низкая растворимость и диффузия кислорода существенно ограничивают примене-

ние аэробных систем очистки с гранулированным илом. 

В настоящее время отъемно-доливной режим применяют при очистке сточных 

вод во всем мире. Например, в ФРГ количество таких установок составляет 1,3 % от 

всех очистных сооружений. Технологии очистки сточных вод с SB реакторами по-

лучили в последние 20 лет широкое применение и в странах восточной и централь-

ной Европы, в Китае при модернизации действующих очистных сооружений [1590, 

1591, 1595, 1597, 1600, 1649, 1652, 1654, 1655, 1671-1672]. Наряду со строительством 

новых, технологии очистки сточных вод с SBR позволяют использовать действую-

щие емкостные сооружения: канализационные насосные станции, отстойники, аэро-

тенки и др. в качестве SB реакторов.  

Гранулы активного ила намного полнее удаляют загрязнения воды, практиче-

ски не образуют избыточной биомассы, более устойчивы к воздействию токсиче-

ских веществ. При использовании SBR на конечной стадии анаэробно-аэробной 

очистки достигается снижение содержания азота в сточных водах на 65–97%. При 

очистке бытовых сточных вод SBR обеспечивает снижение концентрации загрязне-

ний до величин менее, чем 10 мг/л – для БПК, 10 мг/л – взвешенных веществ, 5 мг/л 

– азота и 1 мг/л – фосфора. Активный ил очищает стоки от фосфора и аммонийных 

производных, но только когда сформированы гранулы, можно добиться полной де-

нитрификации [1591, 1594, 1618]. 
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SBR совмещает функции аэротенка и вторичного отстойника, что экономит 

площади сооружения, снижает капитальные затраты и уменьшает гидравлические 

потери. Конструкции SBR относительно простые. Сооружения биологической 

очистки сточных вод с SB реакторами могут иметь различную конфигурацию c од-

ним и более реакторами и накопительными резервуарами [1590, 1654, 1655]. Однако 

в них необходимо использовать аэраторы с мембранами, поскольку только они 

надежно работают в этих системах. 

В процессе эксплуатации SBR наряду с низкой производительностью выяви-

лись их другие недостатки.  

Часто наблюдаются нестабильность образующихся гранул ила, распад их через 

2–3 мес. с момента новообразования [1640], приводящая к их вымыванию из реактора.  

Имеются сложности с подбором оптимального циклического режима для прове-

дения нитрификации и денитрификации. Для проведения денитрификации и удаления 

избытка азота (нитратов) в реактор необходимо добавлять дополнительный источник 

органических веществ, что повышает остаточное ХПК в случае несбалансированно-

сти процесса; последнее весьма вероятно на практике из-за сложностей аналитическо-

го контроля (отсутствие экспресс или on-line –методов определения ХПК). В ряде 

случаев необходимо постоянное пополнение реактора новым илом, а следовательно, 

требуется надежный источник ила. Наконец, при использовании SBR невозможно пе-

рестраивать технологические потоки в случае необходимости, в то время как при 

многоступенчатой непрерывной очистке в аэротенках такая возможность имеется: 

например, возможен возврат части выходного потока с последней ступени в головную 

часть аэротенка первой ступени для проведения денитрификации. 

Все это ограничивает более широкое применение SB реакторов для доочистки 

сточных вод. Технологически нерационально сочетать непрерывное удаление за-

грязнений на первых стадиях очистки и доочистку в реакторе периодического дей-

ствия. Для работы таких установок в технологии непрерывной очистки необходимо 

наличие дополнительной емкости – усреднителя расхода, а также двух или более па-

раллельно работающих реакторов. Поэтому SBR преимущественно используются 

для обработки сточных вод с предприятий и технологических установок, работаю-

щих в циклическом производственном режиме с достаточно строгой периодично-

стью и, как следствие, циклическим накоплением сточных вод. Из-за необходимости 

вспомогательного емкостного оборудования площадь, занимаемая очистными со-

оружениями, сопоставима с традиционными. SB-реакторы требуют более высоких 

затрат на управление, чем проточные аэрационные установки, однако благодаря ис-

пользованию современной программируемой автоматики могут достаточно гибко 

эксплуатироваться с изменением продолжительности стадий цикла очистки (стадия 
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аэрации, стадия перемешивания при денитрификации или этап отстаивания ила) при 

различных концентрациях загрязнений и технологических условиях. 

Предполагается, что механизм гранулообразования в аэробных условиях во 

многом аналогичен гранулообразованию в анаэробных реакторах. Используемые 

для образования гранул условия создают селективные преимущества для удержива-

ния наиболее плотных агрегатов в реакторе и вымывания менее плотных из-за раз-

личий в скорости их седиментации [1673-1681].  

Гранулообразование в SBR начинается через 1–3 недели с начала процесса. По 

мере формирования и роста гранул в очищаемой среде существуют параллельно 

гранулы и флокулы в виде смеси, легко разделяемой седиментацией. Рост гранул, их 

укрупнение происходит в течение двух месяцев. При низком уровне ХПК и наличии 

в среде ингибирующих веществ гранулообразование начинается позднее, вплоть до 

2–3 недель. Затем рост микроорганизмов в гранулах замедляется из-за ограниченной 

диффузии субстрата, и состояние гранул стабилизируется при диаметре в 1–5 мм. В 

дальнейшем поверхность гранулы постепенно разрыхляется и увеличивается в ре-

зультате появления филаментов, а затем гранулы распадаются. Это может происхо-

дить спустя 80–100 суток. Высказано предположение, что причиной распада являет-

ся дефицит кислорода во внутренних зонах, что влияет на эволюцию микроценозов 

гранул и приводит к их разрушению.  

До сих пор неизвестны минимально необходимый микробиологический состав, 

условия и механизм формирования гранул.  

Мишима и Накамура [1682] предположили механизм, аналогичный процессу 

анаэробного формирования гранул, нитчатые бактерии сцепляются друг с другом и 

образуют гранулы. 

Бьюн и коллеги [1650, 1651] в своих работах высказали идею о начале грануло-

образования грибами, формирующими нечто вроде каркаса, заполненного бактерия-

ми. В их исследованиях гранулы обладали хорошей оседающей способностью, од-

нако при диаметре 5–6 мм они лизировали, частично из-за недостатка кислорода в 

центре гранулы. После их разрушения оставались агрегаты, достаточно плотные, 

чтобы оседать. Со временем из них формировались новые гранулы. На нелизиро-

ванных остатках постепенно иммобилизуются и размножаются клетки бактерий, ко-

торые вытесняют грибной мицелий, но обеспечивают дальнейшее поддержание 

структуры гранул. Если в качестве инокулята используются флокулы или микрогра-

нулы ила, то механизм образования гранул может быть иной. В аналогичных иссле-

дованиях, проведенных Вебер с соавт., также была показана важная роль грибов в 

формировании гранул, так как они были выделены на стадиях хлопьеобразных аг-

ломератов, формирования гранул и из зрелых гранул [1617, 1619]. 
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В исследовании Лиу, Тэя и соавторов [1614, 1657, 1663, 1674, 1675] аэробная 

грануляция рассматривается как процесс самоиммобилизации, подобный росту био-

пленок. Предложена модель ступенчатого формирования гранул – сначала из за-

травки ила (фаза адаптации) формируются уплотненные агломераты, затем гранулы 

ила, и в итоге образуются зрелые гранулы, продолжающие развиваться.  

Таким образом, каркас гранулы могут формировать нитчатые бактерии и гриб-

ные культуры [1615], к которым прикрепляются остальные микроорганизмы. Часть 

нитчатых микроорганизмов иммобилизуется на твердых частицах (неорганических 

или отмерших остатков микроорганизмов) и в дальнейшем уже разрастается с обра-

зованием сетчатой структуры, которая затем формирует гранулу. Нельзя исключать 

и самоиммобилизацию микроорганизмов. 

При удалении избытка азота гранулы формируются на основе нитрифицирующих 

и денитрифицирующих бактерий, взаимодействующих с гетеротрофными бактериями, 

окисляющими сложные органические субстраты. Показано, что гетеротрофы, нитри-

фикаторы и денитрификаторы могут одновременно сосуществовать в SB-реакторе 

[1597]. Для одновременного протекания нитрификации и денитрификации необходимо 

поддерживать pO2 на уровне 5 мг/л и обеспечивать слабое перемешивание содержимо-

го реактора. Это позволяет реализовать процесс очистки с одновременным удалением 

органики и азота в SBR. При удалении фосфора в гранулах SBR накапливаются фосфа-

таккумулирующие микроорганизмы [1591, 1611, 1613, 1661, 1667]. 

Стабильность аэробных гранул во многом зависит от микробиологического со-

става и соотношения микроорганизмов в активном иле, характера стока, а также 

гидродинамического режима, при котором гранулированный ил функционирует. 

Отношения между микроорганизмами важны для формирования гранул, их 

структуры, морфологии и стабильности. Как заметили Watnick и Kolter [1683], в 

смешанных биопленках бактерии распределяются сами по себе в соответствии с их 

способностью лучше выживать в своем отдельном микроокружении, и высокая 

сложность микробного сообщества выгодна для его стабильности. Соответственно 

организация различных микробных популяций может влиять и на стабильность 

аэробных гранул. 

Как правило, стабильность аэробных гранул существенно ниже стабильности 

анаэробных [1607, 1608]. Это обусловлено более высокими скоростями роста аэро-

бов и массообменными ограничениями в переносе кислорода. Аналогичная законо-

мерность наблюдается при образовании биопленок [1684]. 

На стабильность аэробных гранул большое влияние оказывает аэрация и ско-

рость подачи воздуха. При более интенсивной аэрации гранулы становятся гладки-

ми, устойчивы продолжительное время, и в реакторе формируется большое количе-
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ство гранул; при недостаточной аэрации гранулы становятся неустойчивыми и 

быстрее распадаются. 

Ограничение массопереноса субстратов и кислорода в гранулы может повлиять 

на их структуру, например, когда субстрат слишком медленно проникает в центр 

аэробной гранулы. В таком случае в центре могут потребляться внеклеточные поли-

мерные вещества или биомасса будет лизировать. В итоге это может привести к по-

ристой и рыхлой структуре аэробных гранул, в результате формируется пустая по-

лость внутри гранул, что приводит к их распаду при очистке сточных вод.  

Распад гранул может наблюдаться вследствие изменений в составе сточных 

вод, особенно когда наблюдаются залповые сбросы. Из-за поступающего несбалан-

сированного стока активный ил, работающий в таком типе реакторов, может само-

произвольно вспухать. При недостаточном количестве азота или его остром дефици-

те в сточных водах, поступающих в SB реактор, индекс ила остается ниже 150 мл/г, 

а при недостатке фосфора происходит вспухание и вынос подавляющего количества 

активного ила [225, 1685]. 

При запуске SBR возникает задача ускорения гранулообразования различными 

способами. Долгий начальный период лаг-фазы, необходимый для развития гранул 

из хлопьеобразных агломератов активного аэробного ила, и вымывание биомассы из 

очищенной среды в этот период, приводящее к снижению эффективности очистки, 

сдерживают гранулообразование.  

Режим организации цикла работы в SBR важен для скорости образования гра-

нул, но не является критическим фактором. Важное значение в циклическом режиме 

работы SBR имеет фаза голодания [1657] и время нахождения в фазе осаждения ила 

с отсутствием аэрации [1650, 1651, 1678]. В ряде случаев, но не всегда, они сильно 

влияют на физиологическое состояние ила (дыхательную и ферментативную актив-

ность), а также на такие параметры как гидрофобность поверхности клеток, что, в 

свою очередь, облегчает микробную адгезию и агрегацию [1627, 1686]. 

Имеются единичные сообщения о возможности формирования в условиях не-

прерывной аэрации гранул ила на основе гетеротрофных бактерий [1650, 1651]. Гра-

нулы образуются в режиме восходящего потока, аналогичном используемому в ре-

акторе или со взвешенным слоем загрузки с фиксированной биопленкой. Показана 

возможность образования гранул в проточных условиях в реакторе с интенсивным 

перемешиванием при очистке сточных вод пищевой промышленности с ХПК 2500 

мг/л. Однако в таких постоянно строго аэробных условиях гранулированный ил, 

стабильный на протяжении длительного времени (месяцы и более), не удается полу-

чать [1601, 1650, 1651, 1664, 1665, 1687]. Гранулы образуются с полостью внутри, 

становятся хрупкими и легко распадаются при эксплуатации. Время их существова-
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ния может составлять от недели до трех месяцев, и ясно, что на стабильность аэроб-

ных гранул влияет множество неучтенных факторов, роль которых необходимо вы-

явить. 

Большое влияние на образование гранул оказывает направление потока жидко-

сти в реакторе и его скорость [103, 1656, 1658, 1664, 1665]. Любой фактор, увеличи-

вающий критерий Рейнольдса, ведет к увеличению механического стресса и нару-

шению целостности гранул. Значение этого фактора, как стресс-фактора доходило 

до 50%. В то же время увеличение скорости приповерхностного движения жидкости 

способствует переносу кислорода и потребляемых субстратов. Отбор медленно рас-

тущих бактерий или увеличение касательной скорости жидкости вблизи поверхно-

сти гранул может способствовать формированию небольших и компактных аэроб-

ных гранул с высокой стабильностью [1658, 1664, 1665]. 

Таким образом, современные аэробные реакторы с гранулированным илом поз-

воляют достаточно эффективно проводить биологическую доочистку сточных вод, 

удаляя остаточные органические загрязнений и биогенные элементы (азот и фос-

фор). Вместе с тем, даже при комбинировании аэробных систем с реакторами раз-

личных конструкций нормируемые показатели очистки сточных вод с изначально 

высоким ХПК, которые удовлетворяли бы российским требованиям, во многих слу-

чаях остаются труднодостижимыми.  

Процессы аэробной очистки с гранулированным илом были исследованы нами 

на примере ряда модельных стоков пивоваренной промышленности и хозяйственно-

бытовых в отъемно-доливном режиме, в непрерывном режиме в аэротенке с полным 

рециклом активного ила, в мембранном биореакторе и с использованием оксидатив-

ного воздействия пероксидом водорода на фоне освещения среды видимым светом 

во всех трех использованных режимах очистки. 

 

3.2.5. Биопленки как объект исследований 

 

3.2.5.1. Особенности биопленок как гетерогенных систем 

 

Несмотря на прогрессирующее развитие таких высокоинтенсивных реакторов 

как МБР, UASBR, EGSBR и им подобных, предназначенных для анаэробной и 

аэробной очистки сточных вод, сооружения с биопленкой остаются по-прежнему 

наиболее распространенными. Особенности последних были рассмотрены нами ра-

нее [2]. 

Важным аспектом совершенствования систем с биопленками является выясне-

ние закономерностей, особенностей и механизмов формирования биопленок, под-
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держание их стабильности, высокой физиологической и биохимической активности 

микроорганизмов, входящих в состав биопленок и ответственных за целевые биохи-

мические процессы. Регуляция их образования и функционирования является осно-

вой направленного управления микробными сообществами, используемыми при 

биологической очистке сточных вод на биофильтрах и подобных им сооружениях 

[1688-1699].  

Биоплёнка – это микробное сообщество, образующееся на поверхности раздела 

фаз; клетки этого сообщества прикреплены к поверхности или друг к другу и заклю-

чены в матриксе синтезированных ими внеклеточных полимерных веществ. Био-

пленки являются наиболее распространенными формами местообитания микроорга-

низмов в природных условиях, в которых микробные сообщества сложно организо-

ваны, структурированы и прикреплены к различным поверхностям [1648, 1694, 

1695, 1700-1712]. Процесс формирования биопленки часто называют биообрастани-

ем (анг. biofouling).  

Способность формировать биопленки является составной частью жизненного 

цикла большинства микроорганизмов, повышающая их выживаемость  в окружаю-

щей среде [1704, 1710, 1713].  

Клетки в биопленках отличаются от неприкрепленных клеток – у них изменены 

физиология, параметры роста и экспрессия специфичных генов [1707, 1709, 1714-

1716]. Существование в биопленке обеспечивает микроорганизмам более постоянные 

условия, повышает их устойчивость к действию неблагоприятных факторов, различ-

ным видам стресса [754, 1160, 1714, 1709, 1710, 1713, 1714, 1717-1720]. Так, концен-

трации антибиотиков, требуемых для достижения бактерицидного эффекта для мик-

роорганизмов, обитающих в биопленках, в зависимости от природы антибиотика мо-

жет быть в 10–1000 раз выше, чем для их неприкрепленных форм [1721, 1722].  

Образование биоплёнок представляет сложный, строго регулируемый биологи-

ческий процесс, зависящий от множества факторов, включающих генетический кон-

троль регуляции, условия образования (рН, температура, питательные компоненты, 

химический состав среды, гидродинамический режим), свойства субстрата, к кото-

рому прикрепляются биопленки, свойства поверхности микроорганизмов (гидро-

фобность-гидрофильность, ионный заряд), морфологию, физиологическую актив-

ность, видовой состав биоценоза очистных соружений [1691, 1696, 1697, 1706, 1712, 

1723, 1724].  

В отличие от обитания в колониях на поверхности питательного субстрата 

микроорганизмы в составе биопленок показывают значительно более сложную 

структуру, метаболическую кооперацию и разделение видов деятельности [1648, 

1701, 1703-1706, 1720, 1725-1734]. В биопленках возможно существование микро-
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ниш с различными условиями и физиологическими потребностями, позволяющими 

одновременное, но пространственно разделенное протекание окислительно-

восстановительных процессов (например, анаэробных/аноксичных/аэробных, суль-

фидогенных и метаногенных) в одном и том же окружении биопленки. Система ка-

налов, пронизывающих биопленку, обеспечивает доступ к микроколониям и обмен 

питательных веществ и метаболитов с окружающей средой [1704, 1715, 1724, 1735-

1737]. Примером такого структурированного сообщества являются биопленки, со-

держащие анаммокс-бактерии [1738-1743] – сравнительно недавно открытые хемоли-

тотрофы, осуществляющие анаэробное окисление аммонийных ионов нитритными с 

образованием газообразного азота. Они не способны существовать в виде монокуль-

туры и существуют лишь в анаэробных зонах в составе сообществ – совместно с 

аэробными и анаэробными гетеротрофами, нитрификаторами и денитрификаторами.  

О’Тул с соавт. и Лемон с соавт. [1706, 1744] выделяют следующие стадии фор-

мирования бактериальных биопленок на поверхности твердого субстрата: 

1. Первоначальное прикрепление к поверхности 

2. Образование монослоя 

3. Миграция с образованием мультислойных микроколоний 

4. Образование внеклеточного матрикса 

5. Созревание биопленки с характерной трехмерной архитектурой. 

Первая стадия является определяющей в формировании биопленки и обуслов-

лена, во многом, адгезией клеток первичных колонизаторов к поверхности субстра-

та, к которым в дальнейшем подселяются микроорганизмы-спутники. У бактерии Ps. 

putida при первичном прикреплении к поверхности экспрессируются более 30 генов 

и 40 продуктов биосинтеза уже через 6 час. У E. coli в адгезии участвуют 1/3 генов 

[1707, 1709]. После прикрепления к поверхности начинают экспрессироваться и 

накапливаться продукты других генов, участвующих в созревании зрелой биоплен-

ки, и наблюдаются фенотипические изменения. Бактериальному прикреплению спо-

собствуют фимбрии, флагеллы, экзополисахариды, которые важны для преодоления 

отталкивающей электростатической силы между отрицательно заряженными по-

верхностью субстрата и бактериальной оболочкой [1709]. Адгезии может способ-

ствовать коагрегация клеток и коадгезия планктонных клеток к уже прикрепленным. 

Как полагают [1745], степень гетерогенности формирующейся пленкой определяет-

ся балансом между скоростью роста и абразией. Это подтверждается тем, что мед-

ленно растущие микроорганизмы, например, нитрификаторы и метаногены, образу-

ют относительно ровные пленки или сферические гранулы, в то время ка быстро 

растущие – более гетерогенные структуры с клеточными кластерами и выростами. 
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3.2.5.2. Регуляция физиологической активности в микробных биопленках 

 

Важную роль в образовании биопленок и межклеточных взаимодействиях вы-

полняют системы регуляции, зависящие от плотности клеточной популяции. Бакте-

рии способны чувствовать повышение плотности популяции и отвечать на него 

быстро и скоординированно индукцией определенных наборов генов. Этот тип ре-

гуляции получил название кворум сенсинга (Quorum Sensing, QS) [439, 1648, 1746-

1753]. Благодаря QS регуляции бактерии получают возможность скоординированно 

контролировать экспрессию генов во всем сообществе, что способствует быстрой 

адаптации их популяций к меняющимся условиям среды и их выживанию. 

QS системы играют важную роль в регуляции многих клеточных процессов, в 

том числе отвечающих за формирование биопленок, синтез экзоферментов, экзопо-

лисахаридов, токсинов, бактериоцинов, антибиотиков, устойчивость к антибиотикам 

и другим антримикробным соединениям, споруляцию, компетентность, взаимодей-

ствие с эукариотами, вирулентность патогенных и фитопатогенных бактерий (регу-

лируют синтез факторов вирулентности), в ответе на стресс [448, 763, 1708, 1711, 

1750, 1754-1766]. В настоящее время QS-регуляция рассматривается как глобальный 

фактор регуляции и средство коммуникации между бактериями, относящимися к 

одному или разным видам, родам или даже семействам [1647, 1759, 1765, 1767-

1774]. Эффективные средства подавления QS-системы и образования биопленок 

(QQ, Quorum Quenching) нашли бы применение, прежде всего, в антимикробной те-

рапии [1749, 1772, 1775-1778]. Cредства, стимулирующие или подавляющие QS и 

образование биопленок, влияющие на их морфологию, управление условиями функ-

ционирования QS-системы, позволят управлять свойствами микробоценозов очист-

ных сооружений и других сообществ микроорганизмов, важных в практическом от-

ношении [1626]. Так, для контроля обрастания поверхности очистных сооружений 

предложено вносить в активный ил QQ-микроорганизмы, подавляющие QS-системы 

[1779], что особенно актуально для таких очистных систем, как мембранные реакто-

ры [39, 44, 222, 1623-1626]. 

QS системы бактерий включают низкомолекулярные сигнальные молекулы, 

аутоиндукторы, которые могут диффундировать через клеточную стенку, а также 

регуляторные рецепторные белки, с которыми взаимодействуют аутоиндукторы. 

Одни аутоиндукторы связываются с мембранными рецепторами, расположенными 

на поверхности бактериальной клетки, в то время как другие способны проникать 

через мембрану и связываться с внутриклеточными рецепторами [438, 1750, 1752, 

1773, 1782, 1781] и специфическими белками, регулирующими транскрипцию опре-

деленных генов [1750].  
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В качестве сигнальных молекул выступают ряд химических соединений, 

наиболее изученными из которых являются производные N-ацил-гомосеринлактонов 

(АГЛ), аутоиндукторы 1-го типа, синтезируемые грамотрицательными бактериями 

[1750, 1752, 1754, 1755, 1761, 1771, 1774, 1781-1784], при этом один вид бактерий 

может использовать и узнавать более чем один тип сигнальных молекул и содержать 

QS системы различных типов и, напротив, одни и те же аутоиндукторы могут быть 

использованы для активации транскрипции у разных бактерий [439, 1749, 1757, 

1768, 1785, 1786]. АГЛ содержат лактонное кольцо, образованное из гомосерина, и 

боковые ацильные цепи [1787]. У грамположительных бактерий роль аутоиндукто-

ров выполняют низкомолекулярные олигопептиды. В качестве химической основы 

«языка» могут быть использованы также модифицированные пептиды, аминокисло-

ты и сходные с ними аминные соединения [1788, 1789], а также производные тетра-

гидрокситетрагидрофурана (аутоиндукторы второго типа). Последние найдены и у 

грамотрицательных, и у грамположительных бактерий [439, 1751, 1752, 1790, 1791]. 

QS-системы регуляции найдены и у эукариотических организмов, в частности у гри-

бов, у которых роль аутоиндуктора выполняют фарнезол и тирозол (у Candida albi-

cans), фенилэтанол и триптофол [1752].  

Сигнальные молекулы QS систем накапливаются в бактериальной популяции и 

автокаталитически воздействуют на бактерии, не принимая прямого участия в бак-

териальном росте [1761, 1775, 1792, 1793]. При достижении внеклеточной концен-

трации аутоиндукторов выше определенной пороговой сигнал рецепторных белков, 

«опознающих» молекулы аутоиндуктора, становится критическим, необходимым 

для активации (индукции) экспрессии генов-мишеней [1750, 1774, 1794, 1795]. Каж-

дый индивидуальный ген имеет собственный порог активации, который определяет-

ся численностью окружающих бактерий. Это означает, что различные гены прояв-

ляют повышенную экспрессию при разном количестве бактерий, т.е. на разных ста-

диях бактериального развития [1750, 1761, 1796]. Это относится и к биопленке. Оче-

видно, не существует унифицированной плотности бактерий, когда одновременно 

активируются все QS-зависимые гены [1792]. Наиболее выраженной активности 

сигнальных молекул QS систем и их влияния на фенотип бактерий следует ожидать 

на стадии быстрого размножения, которая сопровождается колонизацией субстрата 

и формированием биопленочного матрикса. 

На примере P. aeruginosa было показано, что ингибиторы QS систем не влияют 

на образование ранней биопленки (когда идет процесс обратимого, т.е. временного 

прикрепления бактерий), но способны подавлять позднюю биопленку, вызывая ее 

отторжение [1792, 1797]. Подавление функционирования QS систем и роста биопле-

нок может быть достигнуто путем ингибирования синтеза молекул – предшествен-
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ников АГЛ или самих АГЛ, контролем транспорта АГЛ из клетки во внеклеточную 

среду, использования молекул антагонистов аутоиндукторов, мешающих связыва-

нию аутоиндуктора с молекулами рецепторных белков, или применением фермен-

тов, расщепляющих АГЛ [1718, 1750, 1751, 1775, 1777, 1792, 1794, 1795, 1797-1801]. 

Однако все эти методы скорее применимы к подавлению биопленок в медицинской 

практике, чем к задачам повышения эффективности биологической очистки сточных 

вод. В то же время ряд соединений, которые могут присутствовать в сточных водах, 

могут оказывать стимулирующее или подавляющее действие в отношении роста 

биопленок или микробных агрегатов активного ила через механизм, влияющий на 

QS-системы. В качестве примера можно указать на взаимодействие с QS веществ, 

относящихся к полифенолам, синтезируемыми растениями и встречающимися в не-

которых типах сточных вод. Показано, что такие вещества способны взаимодей-

ствовать с QS-системами [1751, 1802-1809].  

Касательно представленной диссертационной работы образование биопленок 

было исследовано нами с рядом тестерных штамов, прежде всего, с целью выясне-

ния влияния оксидативного воздействия пероксидом водорода на фоне освещения 

среды видимым светом. 

 

3.2.6. Удаление биогенных элементов 

 

В рамках диссертационной работы было уделено внимание удалению биоген-

ных элементов (азота и фосфора), как одной из актуальных задач в современных 

схемах биологической очистки. Применительно к удалению фосфора исследовалось, 

в частности, оксидативное воздействие на поглощение фосфатов в модельных сто-

ках при гранулообразовании.  

Проблемы удаления биогенных элементов из сточных вод, биохимические, 

микробиологические основы, технологические принципы были рассмотрены нами 

ранее в книгах [2, 4]. Поэтому отметим лишь наиболее важные особенности и новые 

подходы к микробиологическому удалению биогенных элементов по сравнению с 

традиционными решениями. 

Биогенные элементы могут быть удалены непосредственно на очистных со-

оружениях – до удаления (предочистка) и после удаления основной массы органиче-

ских загрязнений (глубокая доочистка). С этой целью разработаны и применяются 

самые разнообразные методы и схемы очистных сооружений.  

Для биологического удаления азота и фосфора используются анаэробно-

аэробные и аэробные методы. Пример анаэробно-аэробного метода – очистка сточ-

ной воды в SB-реакторах, рассмотренная в разделе 3.2.4. 
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3.2.6.1. Биологическое удаление соединений азота 

 

Биологическое удаление азота основано на использовании биохимических про-

цессов аммонификации, нитрификации, денитрификации. 

Аммонификация протекает одновременно с разложением органических азотсо-

держащих соединений. В ходе нее азотсодержащие органические соединения разлага-

ются грибами, актиномицетами и бактериями с выделением ионов NH4
+
 или свободно-

го аммиака. Этот процесс может протекать и в анаэробных, и в аэробных условиях. 

В анаэробных системах выход биомассы небольшой и, соответственно, количе-

ство биогенных элементов (азота и фосфора), связанное с образующимся илом, не-

высокое. В этом случае анаэробная очистка сопровождается повышенным накопле-

нием аммонийных ионов и фосфатов в очищаемой воде по сравнению с аэробными 

методами. Последующее применение традиционной схемы аэробной биологической 

очистки сточных вод после анаэробной позволяет снизить содержание общего азота 

примерно на 30%, фосфора на 35–40%, сульфаты проходят сооружения транзитом. В 

результате по показателям содержания азота и фосфора не достигается требуемое 

значение ПДК для сброса воды в водоем [66]. Таким образом, для более широкого 

использования передовых анаэробных методов обезвреживания стоков, богатых ор-

ганикой и биогенными элементами, необходимо решать задачу удаления последних 

из стоков после разложения основной массы органических загрязнений. 

Окисление аммонийных ионов кислородом воздуха с помощью микроорганиз-

мов-нитрификаторов наиболее активно протекает после удаления из сточной воды 

основной массы органических соединений, поскольку присутствие органических 

веществ снижает активность нитрификаторов [1742]. В отсутствие кислорода появ-

ляющиеся ионы NO2
–
 до NO3

–
 восстанавливаются в ходе денитрификации до N2 или 

N2O присутствующим в среде органическим веществом или другими восстановите-

лями с помощью бактерий-денитрификаторов. 

Нитрификация (первая стадия с окислением NH4
+
 до NO2

–
 и вторая стадия с 

окислением NO2
–
 до NO3

–
) и денитрификация чаще протекают последовательно. Па-

раллельное протекание этих процессов возможно, например, при ограниченном, диф-

фузионном поступлении кислорода внутрь флокулы активного ила, гранулы или био-

пленки. В этом случае окисление аммиака происходит вне или на поверхности хлопь-

ев активного ила, гранулы или биопленки, а денитрификация – внутри. Поэтому раз-

личные стадии биотрансформации соединений азота могут осуществляться как в мно-

гоступенчатых схемах с раздельными биоценозами, так и в одноступенчатой системе 

с общим биоценозом. В первом случае окисление органических веществ, нитрифика-
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ция и денитрификация протекают в изолированных сооружениях со специфическим 

активным илом или биопленкой. Системы с общим биоценозом состоят из одного или 

двух смежных реакторов с одним и тем же рециркулирующим илом [66]. 

Во всех схемах очистки скорость-лимитирующей стадией в совокупном про-

цессе является обычно первая стадия нитрификации, поэтому нитриты в среде не 

накапливаются.  

На эффективность нитрификации влияют численность нитрифицирующих 

микроорганизмов, время пребывания ила и, соответственно, возраст ила в очистном 

сооружении, нагрузка на очистные сооружения, степень аэрации среды, содержание 

CO2, рН, температура, окислительно-восстановительные условия среды, наличие ор-

ганического субстрата, концентрация NH4
+
 и нитратного азота. 

Значение окислительно-восстановительного потенциала в большей степени 

определяет условия процесса денитрификации при очистке сточных вод, чем отсут-

ствие кислорода. Этот процесс может протекать при концентрации растворенного 

кислорода в иловой смеси более 4 мг/л при условии поддержания оптимального зна-

чения окислительно-восстановительного потенциала. 

Можно создать условия, при которых будет идти только первая фаза нитрифи-

кации. При удалении азота из загрязненных стоков в этом случае можно достичь 

увеличения скорости денитрификации (образование N2 из NO2
-
 идет быстрее, чем из 

NO3
-
), сокращая потребности в O2 для нитрификации в 1,4 раза и уменьшая количе-

ство органического субстрата, требуемого для денитрификации (в 1,5 раза на стадии 

денитрификации) и прирост ила [30]. 

Время пребывания ила (возраст ила) важно для протекания нитрификации. По-

скольку рост нитрификаторов более медленный, чем гетеротрофных бактерий, время 

пребывания ила в сооружениях, работающих на нитрификацию, должно быть суще-

ственно больше времени, когда требуется только удалить БПК. Время пребывания 

ила может быть увеличено или путем повышения концентрации активного ила его 

рециклом из вторичного отстойника, или удерживанием в аэротенке, как в биотен-

ках или в мембранных биореакторах с погружным модулем, или путем увеличения 

объема биологического сооружения. 

Чередование процессов нитрификации–денитрификации в ходе биохимической 

очистки позволяет уменьшить содержание в сточных водах соединений азота на 97–

99%. 

Общее потребление кислорода обычно на 50–100% больше в системе с удале-

нием азота по сравнению с обычной системой с удалением только БПК. 

При удалении соединений азота из сточных вод могут применяться различные 

схемы очистки: одностадийные, двух- и трехстадийные [26, 66, 1599, 1810-1812]. 
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Выбор зависит от качества исходной воды и требований, предъявляемых к очищен-

ному стоку. В каждой схеме процесс денитрификации может осуществляться в 

начале, середине или конце сооружения, с проведением процесса денитрификации в 

аэробных или анаэробных условиях, с дополнительной рециркуляцией иловой смеси 

в начало резервуара из его конца или из вторичного отстойника, а также из одной 

ступени в другую. Во всех схемах на завершающей стадии устраивают, как правило, 

аэрацию иловой смеси продолжительностью 1–2 часа для отдувки газообразного 

азота и более глубокого окисления аммонийного азота [30]. 

В большинстве сооружений с активным илом по удалению азота биотрансфор-

мацию его соединений проводят последовательно в отдельных реакторах – нитри-

фикаторах и денитрификаторах с обеспечением аэробных условий на стадии нитри-

фикации и анаэробных (аноксичных, с поддержанием концентрации растворенного 

кислорода в воде <0,5 мг/л) на стадии денитрификации [66]. Такие последователь-

ные многоступенчатые системы с раздельным окислением органических загрязне-

ний, нитрификацией и денитрификацией обеспечивают стабильность работы и вы-

сокую степень очистки от соединений азота – 90% и более. Однако они зачастую 

требуют внесения в денитрификатор дополнительного органического вещества, не-

обходимого для протекания денитрификации. Наилучшим источником углерода для 

денитрификации считается метанол, наиболее полно подвергающийся распаду. Мо-

гут использоваться этанол, ацетат, углеводы, а также избыточный ил или исходные 

сточные воды [1813-1816]. В последнем случае часть исходного потока с высоким 

содержанием загрязнений направляется непосредственно в денитрификатор, минуя 

нитрификатор, для того чтобы установить необходимое соотношение ХПК и азота. 

В качестве примера укажем две схемы очистки: пост-денитрификация и пре-

денитрификация [26, 66]. 

Пост-денитрификация обычно используется, когда требуется высокая степень 

удаления азота (>80%). В этом случае оформление процесса удаления включает сле-

дующие зоны: зону смешения, окислительную зону, аноксичную зону, аэрационную 

зону. Смысл в установлении аэрационной зоны после аноксичной заключается в 

удалении маленьких пузырьков азота, образующихся в ходе денитрификации, для 

того, чтобы избежать флотирования ила во вторичном осветлителе. Кроме того, аэ-

рирование предотвращает развитие анаэробной ситуации во вторичном отстойнике. 

В пост-денитрификаторе органическое вещество необработанных вод не может 

быть использовано как источник углерода, поскольку оно уже было удалено до тре-

буемых стандартов на выходе на стадии нитрификации. Это влечет большее потреб-

ление источника углерода, кислорода и соответствующих энергозатрат по сравне-

нию с вариантом пре-денитрификации. 
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При пре-денитрификации очистка включает следующие этапы: зона смешения 

и деоксигенации, аноксичная зона, зона окисления. Стадия денитрификации разме-

щается перед окислительной зоной. Более того, часто зона деоксигенации и зона 

смешения устанавливаются перед аноксичной зоной. 

В зоне деоксигенации кислород в жидкости после смешения восстанавливается 

прежде чем входящая вода успеет смешаться с ним. В этом способе некоторые легко 

деградируемые вещества входных вод сохраняются для денитрификации. При этом 

обеспечивается уменьшение затрат на источник углерода и аэрацию, поэтому этот 

вариант стал наиболее распространенным способом удаления азота. Недостаток этой 

схемы заключается в том, что таким путем не может быть удалено 100% азота, по-

скольку денитрификация сильно зависит от степени рециркуляции ила внутри си-

стемы. Для получения режима денитрификации необходимо обеспечить рециркуля-

цию воды из окислительной зоны в аноксичную зону. Аноксичная зона и зона окис-

ления обычно равны по объему. 

При использовании одного сооружения для очистки в нем выделяются анаэ-

робные зоны для проведения процесса денитрификации. Чередование аэробных и 

анаэробных зон можно осуществить в любом порядке, в зависимости от качествен-

ного состава исходной сточной воды. В варианте очистки в SB-реакторе применяют 

последовательное чередование аэробных и анаэробных условий путем включения и 

выключения подачи воздуха [1815]. Последовательность и продолжительность этих 

фаз производится либо по временному графику, либо по соотношению фактических 

концентраций аммонийного и нитратного азота в биореакторе. В этих режимах воз-

можно одновременное удаление азота и фосфора из сточных вод [1810, 1812, 1816, 

1817]. Преимущества таких систем – биологическую очистку можно реализовать на 

базе существующих сооружений с относительно небольшими затратами, отсутствие 

промежуточных отстойников и насосных станций для перекачивания циркулирую-

щего ила, использование в качестве органического субстрата для денитрификации 

загрязнений, содержащихся в исходной сточной воде, снижение энергозатрат на по-

дачу кислорода, снижение количества химических реагентов для поддержания pH, 

меньший прирост активного ила или биопленки. Однако в этом случае суммарный 

объем сооружений увеличивается (или уменьшается допустимая нагрузка по воде) 

не менее чем на 15–20%, управлять процессом очистки с общим, циркулирующим в 

сооружении биоценозом сложнее. 

Лабораторией технологических схем HИИ ВОДГЕО разработана циклическая 

циркуляционная схема очистки в аэротенках нитри-денитрификаторах, сочетающая 

анаэробную и аэробную зоны [1810, 1818]. Схема обеспечивает параллельное удале-

ние органических загрязнений и соединений азота с одновременным биологическим 
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удалением соединений фосфора. Высокий эффект изъятия соединений азота и фос-

фора достигается за счет рационального использования имеющегося органического 

субстрата исходной сточной жидкости. 

Принцип работы схемы основан на рециркуляции части иловой смеси между 

аэробной и анаэробной зонами. При этом окисление органического субстрата, окис-

ление и восстановление соединений азота происходят циклически, небольшими 

порциями, в зависимости от степени рециркуляции. В результате процессы нитри-

денитрификации протекают практически одновременно, что позволяет удалять со-

единения азота без использования дополнительного источника органического суб-

страта на 85–98%. В этой схеме учитывается, что процесс денитрификации может 

протекать не только в строго анаэробных, но и в аэробных условиях. Эта схема в от-

личие от традиционных позволяет наряду с эффективным удалением соединений 

азота повысить эффективность изъятия соединений фосфора. За счет оптимального 

чередования аэробных и анаэробных (аноксичных) условий в 5–6 раз возрастает 

способность активного ила аккумулировать соединения фосфора. Соответственно 

возрастает и эффективность его удаления. 

Существенным преимуществом данной технологии является и то, что ее реали-

зация возможна путем переоборудования существующих аэротенков в аэротенки 

нитри-денитрификаторы с рециркуляцией иловой смеси без строительства дополни-

тельных сооружений. Рециркуляция иловой смеси может осуществляться из конца 

аэробного реактора в начало денитрификатора насосами или эрлифтами. 

При благоприятном соотношении БПК к общему азоту (более 4:1) использова-

ние циклических схем позволяет исключить добавку дополнительного субстрата и 

специальную корректировку рН. Стабильность и надежность технологического про-

цесса при такой системе очистки обеспечиваются созданием в сооружениях условий, 

одновременно благоприятствующих процессу окисления органических веществ, 

нитрификации и денитрификации. Разработанный вариант очистки в нашей стране 

впервые был реализован на очистных сооружениях г. Подольск (Московская обл.). 

Выбор той или иной схемы во многом зависит от соотношения органического 

углерода и азота в сточных водах. Если соотношение C : N высоко, то основную 

часть БПК (органический углерод) удаляют на первом этапе, а удаление азота про-

водится на втором этапе по одно- или многоступенчатой схеме.  

При низком значении С : N удаление азота осуществляется без предваритель-

ного удаления органических веществ, и содержание нитритов и нитратов может до-

стигать значительных концентраций (если содержание азота высокое). Органические 

соединения углерода и образующийся активный ил используются для денитрифика-
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ции, однако при избытке нитритов и нитратов для удаления их путем денитрифика-

ции требуется введение дополнительного источника углерода. 

Определенное развитие получили системы с фильтрацией (мембранный реак-

тор) для задержки биомассы нитрификаторов-денитрификаторов и увеличения про-

изводительности биореактора. В мембранном реакторе с полной задержкой биомас-

сы [1819] была достигнута плотность нитрификаторов 2
.
10

10
 кл/мл и максимальная 

скорость нитрификации 4000 мг NH4
+
/л.сут., что в несколько десятков раз превыша-

ет скорости, наблюдающиеся в обычном проточном процессе нитрификации. 

В последние десятилетия были показаны возможности организации процессов 

нитрификации-денитрификации, отличные от классических. Среди них можно отме-

тить следующие [190, 1738, 1741, 1742, 1820-1823]: 

- автотрофная денитрификация; 

- гетеротрофная нитрификация; 

- аэробная денитрификация; 

- процесс «АNAMMOX» (Anaerobic AMMonium Oxidation) – анаэробное окис-

ление аммония). 

Методы удаления азота, разрабатываемые на основе обнаруженных процессов, 

позволяют существенно расширить арсенал систем биологической очистки сточных 

вод. Из этих процессов наибольшую перспективу и промышленное использование 

имеет «Анаммокс» [1822, 1823].  

Процесс «Анаммокс», обнаруженный первоначально голландскими исследова-

телями в 1992 г. при работе реактора-денитрификатора со взвешенным слоем носи-

теля [1673, 1738, 1741, 1742, 1821, 1824-1828], представляет собой прямую реакцию 

между ионами аммония и нитратными ионами в биологическом процессе, приводя-

щей к образованию молекулярного азота [1826]. Здесь, в анаэробных условиях тео-

ретически возможно протекание следующих реакций: 

5NH4
+
+3NO3

-
 4N2 + 9H2O + 2H

+
      G

o
= -297 кДж/моль NH4

+
. 

NH4
+
+NO2

-
 N2 + 2H2O        G

o
= -358 кДж/моль NH4

+
. 

В аэробных условиях: 

5NH4
+
+ NO3

-
 + 2,5О2  3N2 + 8H2O + 4H

+
        G

o
= -310 кДж/моль NH4

+
. 

2NH4
+
+2O2 + H2  N2 + 4H2O + 2H

+
          G

o
= -435 кДж/моль NH4

+
. 

8NH4
+
+6O2  4N2 + 12H2O + 8H

+
       G

o
= -316 кДж/моль NH4

+
. 

Реакция проходит с освобождением энергии и требует, чтобы окисление аммо-

ния происходило в присутствии бактерий, использующих аммиак как донор элек-

тронов для его биотрансформации в молекулярный азот. При этом на 1 моль ионов 

аммония, 0,2 моль нитритов образуется около 20 мг биомассы [1827]. Процесс про-

текает в полностью анаэробных условиях и обратимо угнетается в микроаэрофиль-
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ных, т.е. выдерживает присутствие следов кислорода. Эффективность этого процес-

са зависит от величины pH (оптимальное значение pH от 7 до 8), температуры, кон-

центрации растворенного кислорода и окислительно-восстановительного потенциа-

ла среды. Регулирование также возможно путем изменения возраста активного ила и 

продолжительности обработки воды в биореакторе. Скорость окисления пропорцио-

нальна количеству изначально добавленного ила. Газообразный азот является ко-

нечным продуктом окисления, он образуется из эквимолярных количеств аммония и 

нитрита. 

Процесс чувствителен к концентрациям нитритов 70–180 мг N/л, токсичным 

для анаммокс-бактерий [1738]. Кроме того, из-за низкой скорости роста бактерий 

время, требуемое для запуска очистного сооружения в процессе «Анаммокс» со-

ставляет 100–150 сут. [1742]. 

Для протекания анаммокс-процесса необходимо соотношение аммония и нит-

рита 1:1,3, а не 1:1, как можно было бы ожидать из уравнения материального балан-

са. Избыток нитрита (0,3 моль NO2
-
 на моль NH4

+
) окисляется до нитрата. Остаток 

восстановительных эквивалентов, по-видимому, используется для фиксации CO2. 

Поэтому «Анаммокс» в сочетании с классической нитрификацией позволяет удалить 

полностью NH4
+
, однако образующиеся или изначально присутствующие в среде 

нитриты вовлекаются в реакцию не полностью, около 25% от их количества окисля-

ется до нитратов. Таким образом, только за счет анаммокс-процесса нельзя обеспе-

чить полное удаление азота из среды – некоторая, меньшая, часть азота будет при-

сутствовать в виде нитратов в воде после очистки [1742, 1828, 1829]. Было показано, 

что при проведении данного процесса в одну стадию в проточном режиме при под-

держании возраста ила, близкого к 40 суткам, можно достичь эффективности нит-

рификации почти 100 % и денитрификации около 70 %. 

Похожий процесс был обнаружен нами в 1998 г. [1830-1835] в ходе экспери-

ментальных исследований с реальными стоками коксохимического производства 

Череповецкого металлургического комбината (АО «Северсталь»), где впервые в ме-

таллургической отрасли России была предусмотрена биологическая очистка сточ-

ных вод не только от органических загрязнений, но и от соединений азота. Исследо-

вания были инициированы задачей выяснения причин неудовлетворительной по 

сравнению с проектными значениями работы стадии нитрификации-

денитрификации линии очистки сточных вод. 

Было показано, что в изучаемой системе протекает последовательно не только 

аммонификация (на более ранних стадиях очистки во время удаления органических 

загрязнений), нитрификация и денитрификация, но и возможна как трансформация 

аммонийных ионов в аноксигенных условиях (наряду с классическим процессом ав-
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тотрофной аэробной нитрификации), так и денитрификации в аэробных условиях 

(наряду с классическим процессом анаэробной нитратредукции). В аноксигенных 

условиях при начальной концентрации NH4
+
 100–500 мг/л окисление аммонийных 

ионов происходило примерно на 90% за 5–7 сут. Граница, при которой аммонийные 

ионы перестают окисляться, составляет около 100 мг/л. Окисление ионов NH4
+
 

ионами NO3
–
 увеличивало общую скорость удаления азота из сточных вод, протека-

ло, в отличие от вышеупомянутых альтернативных процессов, при аэробных усло-

виях при pH 6,5–8,5, в отсутствие дополнительных органических субстратов, без 

накопления в среде нитритов и нитратов и стимулировалось добавлением в среду 

нитратов в концентрации 20–100 мг/л. При этом окисление аммонийных ионов было 

сопряжено с протеканием денитрификации, которая не являлась чувствительной к 

присутствию кислорода в среде. 

На основе проведенных исследований была рекомендована раздельная подача 

потоков сточных вод (фенольных, ГОС-воды, рециркулирующего активного ила) и 

последовательная схема очистки сточных вод от соединений азота на стадии нитри-

фикации и денитрификации с уменьшением потока рециркулируемого из вторично-

го отстойника ила. 

Эксплуатация очистных сооружений по рекомендованной схеме позволила 

поднять нагрузку по сточной воде на очистные сооружения со 115 до 160 м
3
/ч. (т.е. 

на 40%) при времени пребывания сточной воды в очистных сооружениях около 5 

сут. и содержании аммонийных ионов в исходной сточной воде около 200 мг/л с по-

вышением скорости удаления азота из сточных вод, снижением эксплуатационных 

затрат на очистку, количества образующегося избыточного активного ила; улучше-

нием степени очистки сточных вод от ионов аммония и нитрат-ионов. 

Возникновение альтернативных процессов удаления избыточного азота из 

сточной воды коксохимического и других производств может быть объяснено тем, 

что микробиота загрязненных сред эволюционирует в идеальном случае в сторону 

максимально эффективного использования протекающих в системе круговоротов 

веществ. В случае стоков коксохимического производства, содержащих повышен-

ные количества азота, очистные сооружения позволяют удалять из воды более 90% и 

органических компонентов, и азота без внесения дополнительных количеств орга-

нического субстрата, как это обычно требуется в существующих промышленных си-

стемах нитрификации-денитрификации. Очевидно, в рассматриваемом случае ос-

новная причина нормализации работы очистных сооружений обусловлена, по-

видимому, не столько другой более рациональной схемой организации распределе-

ния и рециркуляции загрязненных потоков (это не приводит к устранению дисба-

ланса в соотношении биогенных компонентов), сколько наличием побочного стока 
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азота из системы, обусловленного протеканием альтернативных процессов удаления 

азота, не требующих участия органических субстратов. Одним из таких процессов 

может быть прямая реакция между NH4
+
 и NO3

–
 ионами. 

Бактерии, ответственные за протекание анаэробного аммонийного окисления, 

были изолированы и исследователями из Нидерландов и другими и предварительно 

отнесены к порядку Planctomycetales как кандидаты Brocardia anammoxidans и 

Kuenenia stuttgartiensis [1836-1839]. В анаэробных условиях они окисляют аммоний 

до нитрита в мембраносвязанных внутрицитоплазматических анаммоксосомах 

[1741, 1840], которые составляют до 30% клеточного объема. В дальнейшем в раз-

личных очистных системах с биореакторами и в природных средах были найдены 

таксономически близкие бактерии Candidatus “Scalindua wagneri”, Candidatus “Scal-

indua brodae” и другие [1839, 1841-1849]. Было показано, что бактерия Candidatus 

“Scalindua sorokinii” ответственна за конверсию 50% азота в аноксичной зоне Черно-

го моря, что говорит о важности анаммокс-бактерий в трансформации соединений 

азота в природе [1839, 1842, 1847, 1850-1854]. 

Анаммокс-бактерии растут очень медленно – типичная удельная скорость роста 

0,003 ч
-1

, время удвоения 10,6 сут. [1741, 1847], с типичным выходом биомассы 0,13 

г асб/г NH3-N [1673], могут быть обнаружены в достаточном количестве и проявлять 

свою активность лишь в виде скоплений в составе гранул или биопленок, развива-

ющихся на поверхности твердых субстратов.  

Несмотря на то, что они обнаруживаются во многих очистных системах [1578, 

1605, 1673, 1741, 1838, 1847, 1855-1862], их эффективное использование возможно 

лишь в биореакторах с биопленкой и в системах с гранулами, в SBR [1598, 1673, 

1740, 1741, 1863-1886] и UASBR [1605, 1606]. В составе биопленки Еттеном с соавт. 

была достигнута суммарная активность анаммокс-бактерий – до 30 мг/(г асв. сут.) 

[1828]. Впоследствие были достигнуты намного более высокие скорости анаэробно-

го окисления – 8,9 г N/л.сут. [1842], 15 г N/л.сут. [1742].  

Разработаны различные модификации процесса с участием анаммокс-бактерий, 

в основе которых лежит удаление аммонийного азота через реакцию с нитритом 

[1741, 1742]. К ним относятся: 

- OLAND (Oxygen-Limited Autotrophic Nitrification-Denitrification) – автотроф-

ная нитрификация-денитрификация в условиях лимитирования по кислороду, реали-

зуемая в SBR [1867]; биохимическая основа процесса – взаимодействие между ам-

монийными и нитритными ионами, что также используется и в процессе «Анам-

мокс»; 

- SHARON (Single reactor High Activity Ammonia Removal Over Nitrite) – 

конвертация аммония в нитрит в присутствии кислорода [1868-1870]; 
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- CANON (Completely Autotrophic Nitrogen removal Over Nitrite) – полностью 

автотрофный процесс удаления азота на основе комбинирования частичной 

нитрификации и процесса «Анаммокс» в едином аэрируемом реакторе. Нитрифика-

торы окисляют аммоний до нитрита и потребляют кислород, что приводит к анок-

сичным условиям, необходимым для развития анаммокс-бактерий [1742, 1871-1873], 

осуществляющими прямую реакцию между аммонийными и нитритными ионами с 

образованием молекулярного азота. 

- SURAMMOX (Sulfate reduction via ammonia oxidation) – восстановление суль-

фатов за счет окисления аммонийных ионов [1874].  

Отличия в этих процессах заключаются в концентрации, соотношении органиче-

ских соединений и аммонийных ионов на входе в систему очистки, полноты окисле-

ния NH4
+
 в NO2

-
, наличием или отсутствием кислорода в сточной воде [1741, 1874]. 

Некоторые виды Nitrosomonas могут использовать нитраты в качестве конечно-

го акцептора электронов с образованием закиси азота или молекулярного азота 

[1875, 1876]. То есть, в принципе, классические автотрофные нитрифицирующие 

бактерии могут одновременно окислять аммоний и восстанавливать нитраты или 

нитриты [1867, 1876, 1877]. 

Процесс «Анаммокс» может оказаться перспективным при решении задач уда-

ления азота из загрязненных сред, поскольку не требует добавления органического 

субстрата для нитратредукции, как при использовании классической анаэробной де-

нитрификации [1741, 1742, 1867]. То есть биологическая очистка сточных вод без 

введения дополнительных субстратов в систему может рассматриваться как пример 

экологически чистых технологий, при которых проблема загрязнений решается «в 

начале трубы» и которая в настоящее время относится к наилучшим доступным тех-

нологиям [26]. В данном случае отсутствие дополнительно вводимых субстратов 

приводит не только к экономии затрат, но и к уменьшению вторичных загрязнений. 

Экономические расчеты показывают, что затраты на очистку комбинированным 

способом SHARON-Anammox в несколько раз ниже по сравнению с традиционным 

способом удаления азота [29, 1870]. 

Расчет свободной энергии показывает, что теоретически допустимо окисление 

аммонийных ионов сульфат-ионами [1740]. Имеются сведения об эксперименталь-

ном обнаружении такого микробиологического процесса с образованием молеку-

лярного азота и серы в окислительно-восстановительной реакции ионов аммония с 

сульфатами: 

SO4
2-

 + 2NH4
+
 → S + N2 + 4H2O 

G
o
 = - 47,8 КДж/моль, 



223 

протекающей при переработке барды (винассы), остающейся после получения и от-

гонки этанола на свекловичной мелассе [1878]. Однако эти результаты пока еще не 

получили убедительного подтверждения, несмотря на сообщения о разработке про-

цесса SURAMMOX, в основе которого лежит микробиологическое окисление аммо-

нийных ионов сульфат-ионами [1874]. 

 

3.2.6.2. Биологическое удаление соединений фосфора 

 

Наиболее распространенный подход к удалению фосфора основан на его хими-

ческом осаждении из сточных вод, прошедших биологическую очистку, в виде не-

растворимых фосфатов железа или алюминия. Чтобы осадить фосфаты, очень часто 

реагент добавляют непосредственно в аэротенк. В данном случае осаждение обычно 

проводится хлорным железом, сульфатом железа (II), часто с добавлением извести 

для предотвращения снижения pH, обусловленным внесением солей железа. В усло-

виях аэрации или в присутствии нитратов Fe
2+

 окисляется до Fe
3+

, фосфор осаждает-

ся в виде FePO4, аккумулируется и выводится из очистных сооружений вместе с ак-

тивным илом. Вместо солей железа иногда вносятся соединения алюминия (в виде 

хлорида или оксихлорида), особенно если возможно возникновение анаэробных 

условий, например, при перегрузке очистных сооружений. В отличие от фосфатов 

железа (III), в анаэробных условиях фосфаты А1
3+

 не восстанавливаются и фосфор 

не высвобождается из осадков. Химическое осаждение позволяет снизить содержа-

ние фосфора в обработанном стоке до 0,5–3 мг/л. 

Возможно извлечение фосфора из сточной воды в виде кристаллов струвита 

MgNH4PO4 • 6H2O или фосфатов кальция, неконтролируемое образование которых и 

осаждение на поверхностях приводит к забивке водопроводных труб, теплообмен-

ников [1879-1881]. Такие бактерии как Myxococcus xanthus могут катализировать об-

разование струвита вне клеток и использоваться для осаждения фосфора. Этот про-

цесс был обнаружен в 1989 г., но не стал основой для широкой практической реали-

зации. Также возможно осаждение фосфора в виде нерастворимых фосфатов каль-

ция при микробиологическом защелачивании среды [190, 1879]. 

Фосфор можно также удалять в симбиотенках и симбиофильтрах с водоросля-

ми, в биопрудах, на гидроботанических площадках на завершающих стадиях глубо-

кой очистки сточных вод. Водоросли и растения аккумулируют фосфор в относи-

тельно больших количествах. 

Современный безреагентный высокоинтенсивный метод биологического уда-

ления фосфора из сточных вод (EBPR – Enhanced Biological Phosphorus Removal)  

основан на способности некоторых бактерий аккумулировать фосфаты в клетках в 
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количествах, превышающих ростовые физиологические потребности, – 5–10% и бо-

лее от массы клеточного вещества [26]. 

При аэрации сточных вод, в слегка щелочных условиях (pH 7,0–8,5), при нали-

чии в достаточном количестве органического субстрата и фосфатов типичные гете-

ротрофные микроорганизмы поглощают фосфаты из окружающей среды с образова-

нием внутриклеточных полифосфатов как запасное депо фосфора и источник энер-

гии [1882, 1883]. Содержание фосфатов в клетках таких микроорганизмов – 1–3% от 

сухой массы клеточного вещества [1884]. Однако некоторые бактерии (рр. Acineto-

bacter, Acetobacter, Accumulibacter, Rhodocyclus, Nocardia, Citrobacter и др.) – так 

называемые фосфатаккумулирующие организмы (ФАО), или P-бактерии – извлека-

ют фосфаты из воды в повышенных количествах для построения клеток и синтеза 

полифосфатов как резервных энергозапасающих веществ [190, 1611, 1885-1891]. 

Этот процесс протекает в присутствии легко утилизируемых растворимых органиче-

ских веществ, прежде всего ацетата, а также глюкозы, спиртов, других летучих ор-

ганических кислот, используемых в качестве источника энергии для роста ФАО. 

Одновременно потребляются углеродсодержащие резервные вещества клеток: по-

лимерные насыщенные оксикислоты (ПНО), главным образом полиоксибутират и 

полиоксивалерат (ПОВ) и синтезируется гликоген [190, 1812, 1892-1894]. Энергия, 

выделяющаяся при потреблении ПНО, используется для синтеза АТP и запасных, 

богатых энергией полифосфатов. Последние синтезируются с помощью фермента – 

полифосфаткиназы, катализирующей синтез длинноцепочечных полифосфатов при-

мерно с 1000 остатками фосфата: 

ATP + polyPn ↔ ADP + polyPn+1 , 

и запасаются в клетках в виде гранул, что и обеспечивает высокое потребление фос-

фора из среды (сточной воды) – до 180 мг/г сухой биомассы при оптимальном соот-

ношении ХПК : P = 20 : 1. Максимальная удельная скорость роста ФАО в аэробных 

условиях довольно низкая, около 0,04 ч
–1

. Минимальное соотношение ХПК : P 

должно быть 2 : 1 [1895]. 

В анаэробных условиях нефосфорные гетеротрофные бактерии сбраживают ор-

ганические вещества с образованием летучих жирных кислот, главным образом аце-

тата, являющегося субстратом фосфатаккумулирующих бактерий. ФАО потребляют 

внеклеточный ацетат и расщепляют внутриклеточный гликоген до ацетата, синтези-

руя из ацетата полимерные насыщенные оксикислоты и используя для синтеза энер-

гию, выделяющуюся при гидролизе клеточных полифосфатов. При этом гранулы 

полифосфатов уменьшаются в размерах, а образующиеся при гидролизе полифосфа-

тов ортофосфаты P1 выделяются во внеклеточную среду. Последние вновь могут из-

влекаться из среды в аэробных условиях для синтеза полифосфатов, при этом бакте-
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риальный рост и пополнение полифосфата и гликогена вновь происходит за счет по-

требления запасенных полиоксиалканоатов. В аэробных условиях полифосфаты мо-

гут сохраняться в течение долгого времени, и гидролизуются лишь при лизисе кле-

ток [190, 1896, 1897]. 

К числу наиболее активных ФАО относятся бактерии р. Acinetobacter: Acineto-

bacter calcoaceticus, A. johnsonii, A. lwoffii. Некоторые из них способны накапливать 

фосфор при культивировании в аэробных условиях без предварительной анаэробной 

стадии. Acinetobacter обычно присутствует в активном иле, но в незначительных ко-

личествах из-за низкой скорости роста [190, 1895]. Многие из этих микроорганизмов 

способны к накоплению фосфора в аноксигенных условиях при использовании нит-

ратов вместо кислорода как акцепторов электронов [190, 1591, 1596, 1613, 1898-

1900]. 

При эксплуатации системы аэротенк – вторичный отстойник в традиционном 

режиме доля фосфора, перешедшего в биомассу, повышается с увеличением приро-

ста избыточного ила. Это достигается уменьшением концентрации и возраста ила. 

Однако в этом случае снижается эффективность удаления органических веществ и 

азота. Поэтому в традиционном режиме эксплуатации очистных сооружений не уда-

ется достичь значительного изъятия фосфатов без ухудшения очистки по остальным 

показателям. 

Применяя определенные режимы циклического попеременного пребывания ак-

тивного ила в аэробных и анаэробных условиях, что реализуется в SB-реакторах, 

можно создать селективное давление для развития фосфатаккумулирующих бакте-

рий, относящихся к факультативным анаэробам, и повысить накопление избыточно-

го количества фосфора в цитоплазме бактериальных клеток [1591, 1593-1595, 1901]. 

При удалении фосфора анаэробно-аэробным методом и в случае недостатка органи-

ческого вещества в сточной воде для этой цели подходит ацидогенный реактор, ко-

торый к тому же может быть использован как денитрификатор [190, 1596, 1897, 

1902, 1903]. 

При использовании SB-реактора наряду с удалением азота можно извлечь из 

сточной воды 60–93% фосфора [190, 1592, 1596, 1874]. Циклы повторяются до тре-

буемого уровня накопления фосфора в биомассе, после чего он выводится из реак-

тора с избыточной биомассой в конце аэробной фазы цикла. 

В целом, применение анаэробно-аэробной технологии позволяет повысить сте-

пень изъятия фосфатов до 80–95% и снизить в очищенной воде концентрацию фос-

фатов до 0,1–1,0 мг/л [190, 1895]. 
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3.2.7. Альгобактериальные и цианобактериальные сообщества как  

объекты исследований при биологической очистке загрязненной воды 

 

Исследования с альгобактериальными и цианобактериальными сообществами 

проводились применительно к очистке модельных стоков пивоварения, оценке роли 

автотрофных компонентов сообщества, спонтанно сформированного в лабораторном 

биореакторе в условиях его освещения видимым светом, в ухудшении качества 

очистки и возможности целенаправленного воздействия на антагонистические и 

симбиотические взаимоотношения в альгобактериальных и цианобактериальных со-

обществах при использовании контролируемого оксидативного воздействия.  

Для сравнительного анализа возможностей управления автотрофным сообще-

ством на основе оксидативного воздействия также использовались: 

1) Цианобактериальные маты, отобранные в районе дельты Волги (г. Астра-

хань). Из отобранных образцов были выбраны два варианта, обладающие наиболее 

богатой микрофлорой. Из них методом накопительных культур и рассевов были вы-

делены отдельные компоненты и ассоциаты микроорганизмов, из которых в даль-

нейшем использовались три штамма бактерий под условными обозначениями «жёл-

тый», «кремовый» и «белый»; 

2) Образцы сообществ водорослей и цианобактерий из эвтрофицированного 

озера Диян Чи на юге Китая (г. Куньмин). Озеро Диян Чи находится на территории 

г. Куньмин и по площади занимает 6-е место среди китайских пресноводных озер. 

Площадь озера составляет 297 км
2
. В последние годы эвтрофикация озера суще-

ственно усилилась. Работы с данными образцами проводились в рамках сотрудниче-

ства между РХТУ им. Д.И. Менделеева и Университетом Тонгзи (г. Шанхай); 

3) Три штамма бактерий, предоставленных Институтом молекулярной генетики 

РАН: Pseudomonas chlororaphis 62, Pseudomonas chlororaphis 464, Pseudomonas 

putida 146. Эти три штамма были выделены Т.А. Сорокиной из ризосфер высших 

покрытосеменных растений и для автотрофных сообществ являются аллохтонными 

микроорганизмами. Все штаммы, предоставленные проф. И.А. Хмель, содержатся в 

коллекции Лаборатории регуляции экспрессии генов микроорганизмов Института 

молекулярной генетики РАН. 

Цианобактерии обладают исключительной приспособляемостью к изменяю-

щимся условиям окружающей среды вследствие наличия у них ряда физиологиче-

ских особенностей: способностью осуществлять оксигенный и аноксигенный фото-

синтез, гетеротрофную фотоассимиляцию, фиксировать молекулярный азот, окис-

лять соединения серы, деструктировать многие органические субстраты. Кроме того, 

внеклеточные метаболиты цианобактерий (полисахариды, витамины и т.д.) и их 
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нитчатое строение способствуют созданию благоприятной среды для развития в 

симбиозе с ними различных групп микроорганизмов. Цианобактериальные маты со-

стоят обычно из двух-трех доминирующих представителей цианобактерий и бакте-

риальной составляющей [1904, 1905], представленной обычно десятком видов. По-

путно встречаются одноклеточные водоросли и те виды цианобактерий, которые при 

изменении условий получают доминирующую роль. Бактериальная составляющая 

меняется в период таких изменений слабо. Выяснить условия оптимальности для 

каждого состояния представляется достаточно сложной задачей. В основном иссле-

дуется видовое разнообразие, но не регулирование сообществ [1905-1908], а также 

методы борьбы с цветением водоемов, включая бактериальные [1906, 1908-1911]. 

Основным методом исследования влияния различных составляющих цианобактери-

альных матов является метод диализного культивирования [1912, 1913], в котором 

культуры разделены полупроницаемой мембраной.  

Диализная мембрана разделяет внеклеточные метаболиты на высокомолеку-

лярные, которые накапливаются в диализном мешке, и низкомолекулярные, накап-

ливающиеся во внешнем объеме. Клетки, сконцентрированные в диализном мешке, 

находятся в стерильных условиях, но они обмениваются метаболитами с внешней 

средой, что позволяет использовать их для изучения взаимодействия культур на 

уровне метаболизма (смешанных раздельных культур) и наблюдать изменения в ро-

стовых параметрах каждой культуры. Диализная культура характеризуется увели-

ченной продолжительностью стационарной фазы и увеличенным уровнем некото-

рых физиологических параметров, таких как интенсивность фотосинтеза и концен-

трация пигментов у фототрофов, которые не изменяются в ходе эксперимента. Ско-

рость роста в диализной культуре обычно значительно выше, нежели в периодиче-

ской культуре. 

Вариантом метода диализного культивирования может быть многосекционный 

мембранный реактор, в секции которого помещаются или отдельные культуры или 

сообщества, на которые необходимо проверить влияние антагонистов/симбионтов. 

Другие особенности объектов культивирования и исследования при биологиче-

ской очистке сточных вод описаны в главах 4 и 6. 
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ГЛАВА 4. УСЛОВИЯ ПРОВЕДЕНИЯ ЭКСПЕРИМЕНТОВ, МАТЕРИАЛЫ 

И МЕТОДЫ АНАЛИЗА 

 

4.1. Описание лабораторных методов и установок для культивирования 

 

В работе использовались как стандартные установки и методы культивирова-

ния в планшетах, пробирках, колбах, ферментерах, так и модифицированные вари-

анты, включающие высокоплотностное культивирование, реакторы с иммобилиза-

цией, с рециклом биомассы, мембранные биореакторы, диализную культуру, ад-

сорбционную культуру, реакторы с гранулами ила и с биопленкой, а также предло-

женные нами варианты (гибридные системы, «солнечный» биореактор, «искус-

ственная пероксисома», контролируемый оксидативный стресс) на основе анализа 

особенностей и закономерностей протекания процессов в природных экосистемах и 

апробированные с описанными в главе 3 микробиологическими объектами культи-

вирования. Стандартными методами получали накопительные культуры (изоляты), 

готовили посевной материал.  

 

4.1.1. Методики культивирования в планшетах, пробирках, колбах и  

лабораторных сосудах 

 

Культивирование дрожжей и бактерий на чашках Петри проводилось стандарт-

ными методами на сусло-агаре, мясо-пептонном агаре, других агаризованных элек-

тивных средах. Посевной материал типично хранили на холоду при +2 – +4
о
С.  

Культивирование галобактерий проводилось на агаризованной среде с высоким 

содержанием NaCl, органических и минеральных компонентов. 

Культивирование музейных культур молочнокислых бактерий типично прово-

дилось на агаризованной среде MRS. При скрининге штаммов на способность 

накапливать молочную кислоту среда содержала в своем составе 20 г/л CaCO3.  

В случае культивирования трансформантов B. subtilis в среду с расплавленным 

агаром вносили эритромицин (в среде СEm = 20 мкг/мл). 

Особенности культивирования других микроорганизмов на чашках Петри ука-

заны при описании результатов экспериментов. 

Культивирование в плоскодонных планшетах на 96 лунок проводили при ис-

следовании биосинтеза молочной кислоты. Планшеты накрывали крышкой или затя-

гивали газонепроницаемой пленкой и помещали в термошейкер PST-60HL-4 с ча-

стотой вращения платформы 500 об/мин.  
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Культивирование в пробирках использовали при изучении биосинтеза рибо-

флавина, выращивании микроводорослей и цианобактерий. Объем пробирок типич-

но составлял 20 мл, объем среды – 5 мл. Пробирки засевались с чашек Петри либо 

аликвотами предварительно выращенной суспензионной культуры и помещались в 

термостат (при культивировании в анаэробных или микроаэрофильных условиях) 

или на термостатируемый шейкер (при культивировании в аэробных условиях). 

Культивирование в колбах использовали для подготовки посевного материала 

и проведения экспериментов с исследованием воздействия условий культивирова-

ния на микроорганизмы. 

В случае подготовки посевного материала колбы засевали с агаризованных твер-

дых питательных сред с пробирок или чашек Петри или суспензионной культурой, 

полученной в пробирках или колбах, соблюдая, где необходимо, правила асептики. 

При изучении биосинтеза и получении ростовых характеристик на среде в кол-

бах и лабораторных сосудах проводили культивирование дрожжей, бактерий, гало-

бактерий, микроводорослей, цианобактерий в асептических условиях. Типичный 

объем конических колб составлял 250 мл, объем питательной среды 50–150 мл, объ-

ем посевного материала – 2–10%. При получении накопительных культур, изолятов, 

культивировании цианобактериальных матов, активного ила асептические условия 

целенаправленно не поддерживались при соблюдении общих правил работы с мик-

роорганизмами и их выращивания на элективных средах.  

Стандартизованные инокуляты для культивирования молочнокислых бактерий 

готовили следующим образом: выращивали культуры в течение ночи до наступле-

ния стационарной фазы, клетки отделяли центрифугированием (12000 g, 5 мин, 37 

°С) и дважды промывали фосфатным буфером (0,1 М K2HPO4 / KH2PO4 0,15 М NaCl, 

pH 7,0). Процесс ферментации в стандартных условиях с начальной концентрацией 

клеток 10
7
 КОЕ/мл осуществлялся путем добавления соответствующего количества 

инокулята в среду MRS.  

Условия культивирования молочнокислых бактерий в колбах: базовая среда 

для молочнокислых бактерий с содержанием глюкозы 20 г/л, дрожжевого экстракта 

5 г/л, температура 30–41 
о
С (в зависимости от штамма), pH 6,0–6,5, микроаэрофиль-

ные условия (ватно-марлевая пробка, отсутствие перемешивания, заполнение колбы 

более 50%). Засев осуществлялся отдельной колонией с чашки Петри или суточной 

культурой, выращенной на стандартной среде MRS. Колбы инкубируются в термо-

стате в зависимости от условий эксперимента в течение 20–70 ч.  

Молочнокислые бактерии помимо культивирования в колбах также выращива-

ли в анаэробном периодическом режиме в предварительно простерилизованных ла-

бораторных сосудах общим объемом 0,9 л, рабочим объемом простерилизованной 
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среды 0,7 л с датчиками pH (простерилизованы обработкой пероксидом водорода и 

этанолом), закрытых ватными пробками и помещенных в термостат при 30–41 
о
С в 

зависимости от штамма с соблюдением условий асептики. В отличие от культивиро-

вания в колбах, среда периодически подтитровывалась в ручном режиме концентри-

рованным р-ром NH4OH до pH 6,0–6,5 (ночью подтитровка не проводилась). Иноку-

лятом служила суточная культура в объеме 10% от рабочего объема среды в сосу-

дах, выращенная в колбе на среде аналогичного состава. По окончании ферментации 

(от 20 до 100 ч) сосуды извлекали из термостата и определяли показатели роста и 

накопления молочной кислоты.  

Для изучения брожения сахаромицетами в анаэробных условиях также исполь-

зовались колбы объемом 0,5 л и 1 л с отводом для CO2 при малых оборотах (40 

об/мин) мешалки с магнитным приводом. Условия культивирования дрожжей-

сахаромицетов в колбах: базовая среда для дрожжей-сахаромицетов с сахарозой или 

зерновым суслом, температура 28–36 
о
С (в зависимости от штамма), pH среды 3,5–5,5.  

В опытах с аэрацией питательной среды культивирование дрожжей и бактерий, 

как правило, велось в колбах объемом 250 мл (объем среды 20–100 мл) на термоста-

тируемом шейкере (качалке) с числом оборотов 150–200 об/мин при заданных тем-

пературе, pH, при сульфитном числе, обеспечивающем требуемые массообменные 

характеристики. Уровень аэрации регулировался частотой оборотов шейкера и сте-

пенью заполнения колб питательной средой. Для аэрации среды в колбах использо-

вались шейкеры New Brunswick Scientific (США), Ш8 с термостатом Т8 (НПФ 

«Флоби», г. Москва), Heidolph Unimax 2010. В шейкере Ш8 перемешивание среды 

осуществляется за счет сложного орбитального движения платформы с колбами в 

горизонтальной и вертикальной плоскости. В шейкере Heidolph Unimax 2010 пере-

мешивание среды осуществляется за счет орбитального движения платформы толь-

ко в горизонтальной плоскости. 

При исследовании воздействия света на микроорганизмы шейкеры с колбами 

освещались люминесцентными лампами дневного света, закрепленными на поверх-

ности термостата шейкера. Интенсивность освещения составляла в зависимости от 

условий эксперимента от 100 до 5000 Лк на поверхности колб. При необходимости 

колбы, которые необходимо было защитить от света, тщательно заворачивали в 

алюминиевую фольгу.  

При культивировании дрожжей и бактерий в пробирках и колбах за ходом про-

цесса следили по изменению оптической плотности суспензии, микроскопировани-

ем проб, измерением текущей концентрации субстрата и значения рН.  

Культивирование галобактерий проводили в стерильных периодических усло-

виях в 100 мл колбах на качалке G10 (New Brunswick) при 150 об/мин, температуре 
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37–38 
o
C, объеме среды в колбах 50 мл, средней освещенности на качалочной плат-

форме 3000 Лк, естественной аэрации через ватные пробки. Объем посевного мате-

риала, находящегося в стационарной фазе роста, составлял 4%об. Объем среды в 

колбах и режим перемешивания обеспечивали относительно невысокий уровень 

аэрации питательной среды, что положительно влияет на индукцию синтеза бакте-

риородопсина в поздние фазы ростового цикла. Время культивирования 7–8 суток. 

При культивировании галобактерий в колбах с аэрацией на шейкерах в ряде 

случаев использовалось внесение в питательную среду адсорбента (активированного 

угля марки АГ-3) или того же адсорбента, но инкапсулированного в агар
1
. В предва-

рительных экспериментах было обнаружено, что в такой форме уголь удаляет из 

культуральной жидкости компоненты среды культивирования, которые препятству-

ют росту галобактерий и выработки ими бактериородопсина. В то же время слой 

агаризованной среды изолирует клетки галобактерий от поверхности активированно-

го угля АГ-3. При непосредственном контакте клетки галобактерий лизируют, воз-

можно из-за сорбции клеток в порах угля, в которых в то же время концентрируются 

извлеченные из среды ингибиторы. Кроме того, активированный уголь механически 

непрочен, а носитель придает ему нужные прочностные характеристики. Соответ-

ственно, были подобраны дозировки активированного угля АГ-3, консистенция ага-

ра как носителя. Другие апробированные в нижеописанных опытах адсорбенты вно-

сились в неинкапсулированном виде. 

В вариантах культивирования в колбах с инкапсулированным углем последний 

в количестве 1,0–1,5 г занимал равномерно все дно колбы. Затем он заливался мине-

ральной средой с агаром (4%) и стерилизовался в автоклаве (30 мин. при 0,5 ати). 

Питательная среда, содержащая триптон, дрожжевой экстракт, глицерин, стерилизо-

валась отдельно при тех же условиях. После затвердевания агара в колбу стерильно 

вносилась питательная среда (50 мл) и засевался используемый штамм галобакте-

рий. Культивирование происходило при следующих условиях: обороты качалки 150 

об/мин, температура 37–38 ºС, средняя освещенность на качалочной платформе 3000 

Лк, при естественной аэрации через ватные пробки. Содержание клеток определя-

лось по оптической плотности суспензии. 

Эксперименты с культивированием трансформантов B. subtilis по рибофлави-

новому оперону проводили в пробирках (Vсреды/Vемкости): 1/10 мл/мл, 3/20 мл/мл, 5/20 

мл/мл и в конических колбах: 20/100 мл/мл, 40/100 мл/мл, 60/100 мл/мл, в которые 

заливали питательную среду LB и добавляли эритромицин в той же концентрации 

10 мкг/мл, что и при культивировании на твердой среде.  

                                                 
1
Культивирование с активированным углем, включенным в агар, было предложено 

сотрудником кафедры биотехнологии РХТУ Калёновым С.В. [1934]. 
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Микроводоросли и цианобактерии культивировали в периодическом режиме в 

колбах на шейкерах без обогрева, при комнатной температуре (20–25 
о
С). При про-

ведении исследований помещение лаборатории и соответственно колбы с альгобак-

териальным микроценозом большую часть суток освещалось через естественное бо-

ковое оконное освещение, а также искусственным светом люминесцентных ламп. 

Освещенность на поверхности колб составляла, в среднем, 1000 Лк. При исследова-

нии воздействия света на микроводоросли, колбы, которые необходимо было защи-

тить от света, тщательно заворачивали в фольгу, остальные колбы оставляли на 

шейкере при дневном либо искусственном освещении. 

Диализное культивирование в колбах проводили при изучении взаимоотноше-

ний между штаммами бактерий и микроводорослями и бактериями и цианобактери-

ями, выделенными из альгобактериальных и цианобактериальных сообществ [1913]. 

В качалочные колбы вносили по 50–70 мл цианобактериальной или водорослевой 

суспензии. В целлофановые диализные мешки вносили одинаковое количество сте-

рильно отцентрифугированной биомассы исследуемых бактериальных культур. 

Диализные мешки помещали в колбы с цианобактериальной/водорослевой суспен-

зией и выдерживали в течение полутора-двух недель при комнатной температуре и 

освещении лампами дневного света. По истечении времени эксперимента оценивали 

содержание в пробах биомассы и хлорофилла по методике, описанной ниже. 

Опыты по биологической очистке сточных вод с активным илом проводили в 

неасептических условиях с аэрацией среды в режиме периодического культивирова-

ния в колбах на качалке при 170–200 об/мин, комнатной температуре 20–25˚С, рН 

5,7–8,5. Использовали колбы на 100 мл с объемом среды в колбах от 20 до 80 мл или 

колбы на 250 мл с объемом среды в колбах от 40 до 100 мл. Объем посевного мате-

риала, находящегося в стационарной фазе роста, обычно составлял 5–10% об. В слу-

чае внесения в сточные воды изолятов или исходных образцов активного ила по-

следние отбирались из различных экологических ниш (загрязненные участки почвы, 

городская канализационная система, эвтро- и неэвтрофицированные озера, речной 

ил, активный ил из аэротенка городских очистных сооружений и т.п.). Также для 

получения исходных образцов ила в качестве инокулята использовались илы, взятые 

из образцов, хранившихся на кафедре биотехнологии РХТУ им. Менделеева, а также 

смеси образцов ила с очистных сооружений солодовни (пос. Вороново, Моск. обл.). 

Все илы заблаговременно собирали и хранили при +4 
о
С. Адаптация ила к загрязне-

ниям стоков и его активность постоянно поддерживались путем пересевов и аэриро-

вания ила со стоком в колбах на шейкере.  

Использовались следующие модельные стоки: 
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1) Модельные фенолсодержащие стоки коксохимического производства (АО 

«Северсталь»).  

2) Модельный сток пивоварения, приготовленный разбавлением пива «Балтика 

0» в 40–300 раз, ХПК – 600–5000 мг/л, N-NH4
+
 – 8–70 мг/л, Nобщ. – 30–250 мг/л, Pобщ. 

– 1,5–12 мг/л, углеводы (моносахара в пересчете на глюкозу) – 50–400 мг/л, сухие 

вещества – 700–6000 мг/л, pH 4–7. Для неразбавленного пива: ХПК 152 г/л, pH 6,2. 

3) Сток лабораторного анаэробного UASB-реактора, на вход которого подава-

лась сброженная барда зерно-спиртового производства, ХПК – 2100–3000 мг/л, N-

NH4
+
 – 14–33 мг/л, Nобщ. – 110–150 мг/л, Pобщ. – 40–50 мг/л, углеводы (моносахара в 

пересчете на глюкозу) – 200–250 мг/л, сухие вещества – 3500–4000 мг/л, pH 6,2–6,5. 

4) Модельный хозяйственно-бытовой сток, полученный смешением отвара 

водных вытяжек из отмеренных количеств продуктов питания с ХПК 400–1000 мг 

О2/л, Nобщ. 25–60 мг/л, PO4
3–

 10–25 мг/л, pH 5–8. 

В колбах также изучалось формирование гранул аэробного ила в периодиче-

ских условиях с циклическим режимом очистки – подобно тому, как это осуществ-

ляется в SB-реакторах. Аэробный ил культивировали при аэрации на шейкере 

Heidolph Unimax 2010 при 170–200 об./мин в конических колбах объемом 250 мл 

при рабочем объеме иловой взвеси 100 мл, температуре 20–25 
о
С, рН 6,8–8,5. По хо-

ду опыта проводился пересев активного ила переносом определенного количества 

выросшего ила (в виде флокул или гранул) на новую порцию сточных вод. В ходе 

пересева содержащую ил среду переносили в мерный цилиндр, отстаивали в течение 

5–10 мин., затем сливали 60–70 мл надосадочной жидкости. Осевший ил заливали 

новой порцией сточной воды до объема 100 мл, переносили обратно в коническую 

колбу и ставили на шейкер. Пересев проводился один раз в 3–7 суток в зависимости 

от ХПК модельного стока. При необходимости, активный ил хранился на холоду (4 
о
С). В качестве субстрата использовались модельные или промышленные стоки с 

ХПК от 300 до 5000 мг/л, Nобщ. – 10–100 мг/л, PO4
3-

 – 3–20 мг/л, pH 5–8. Данный со-

став стоков во многом близок к составу стоков, выясненному по результатам обсле-

дования очистных сооружений предприятия Балтика-Самара, для которых в эф-

флюенте анаэробного реактора содержание загрязнений составляет в среднем: ХПК 

– 244 мг/л, N-NH4 – 47 мг/л, P-PO4– 5,5 мг/л, т.е. наблюдается избыток азота (в 5 раз) 

и незначительный фосфора (в 2 раза) относительно оптимального соотношения ХПК 

: N : P = 100 : 2–6 : 0,6–1,2. 

Эксперименты по изучению аэробно-анаэробного процесса очистки сточных 

вод в режиме SB-реактора также проводились на установке с четырьмя независимо 

функционирующими модельными SB-реакторами в виде трехгорлых плоскодонных 

колб объемом по 1 л, размещенных на магнитной мешалке (МБМ-4) с медленным 
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перемешиванием среды. Объем очищаемой среды в колбах составлял 500 мл. Воздух 

подавался двумя микрокомпрессорами, его расход, определенный по ротаметру, 

приводился к одинаковому значению с помощью зажимов на шлангах. Выходные 

шланги погружены в воду для предотвращения попадания через них воздуха во вре-

мя анаэробной стадии процесса. Первоначально в колбы было загружено по 500 мл 

суспензии активного ила из слива лабораторного ферментера. В ходе эксперимента в 

колбы с загруженной суспензией дополнительно вносилось в качестве загрязнений 

пиво «Балтика 0», (NH4)2SO4, K2HPO4 в различных концентрациях. 

За ходом процесса очистки в колбах следили по измерению показателей pH, 

ХПК, содержания ионов NH4
+
, NO2

–
, NO3

–
, Nобщ., PO4

3–
, микроскопированием проб, а 

также в отдельных случаях определением дегидрогеназной активности АИ. 

Об изменении концентрации АИ судили по изменению оптической плотности 

суспензии или АСВ в пересчете на отобранную аликвоту. Наличие и состояние 

аэробного гранулированного активного ила (ГААИ) оценивали визуально и световой 

микроскопией. В качестве характеристики гранул использовался диаметр гранул и 

их цвет. Также исследовался микробиологический профиль биоценоза путем высе-

вов на твердые агаризованные среды. 

 

4.1.2. Культивирование в лабораторных биореакторах стандартными  

методами 

 

Лабораторные системы культивирования в биореакторах включали: 

1) Лабораторный биореактор «Фермус–3» (изготовитель НИЦ «Биоавтомати-

ка», г. Н. Новгород) с обечайкой из стекла, общим объемом 4,5 л, рабочим объемом 

– 1,5–2,5 л с автоматической регистрацией и контролем расхода воздуха, показате-

лей pH, pO2, Eh, с аэрирующим устройством барботажного типа с диффузором или 

механической мешалкой, с исходно поставляемыми блоками управления и про-

граммным обеспечением.  

2) Биореактор Minifors (INFORS, Швейцария) с обечайкой из стекла, общим 

объемом 5 л с автоматической регистрацией и контролем расхода воздуха и показа-

телей pH, pO2, расхода титранта, с аэрирующим устройством барботажного типа с 

механической мешалкой, с программным обеспечением Iris V5. 

3) Модифицированный лабораторный биореактор «Фермус–3» с замененными 

блоками управления и контроля и программным обеспечением BioDrome-1
1
, разра-

ботанным на кафедре биотехнологии РХТУ им. Д.И. Менделеева на базе программ-

                                                 
1
Программное обеспечение разработано на кафедре биотехнологии РХТУ им. Д.И. 

Менделеева Калёновым С.В. [1914] с участием автора диссертационной работы. 
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ной оболочки (среды графического программирования) LabView 7.0 фирмы National 

Instruments (США), работающей в среде Windows. Реактор был дополнительно обо-

рудован циркуляционным контуром, в который интегрировалась либо колонка с ад-

сорбентом для поглощения продуктов метаболизма – ингибиторов биосинтеза (ад-

сорбционная культура, см. рис. 4.2), либо модуль с полым волокном (мембранный 

биореактор, см. рис. 4.1) для вывода продуктов метаболизма, либо кварцевая кювета 

для облучения среды с микроорганизмами мягким ультрафиолетом УФА-диапазона. 

При последующем изложении результатов экспериментов часть графиков приведена 

в формате ПО «BioDrome-1». 

Опыты в биореакторах проводили, как правило, в режиме глубинного культи-

вирования, при необходимости в стерильных условиях. Оборудование и питатель-

ные среды стерилизовали общепринятыми методами термической стерилизации, 

термочувствительные материалы, в частности, мембранные модули, датчики pH и 

pO2 стерилизовали химически (типично с помощью раствора H2O2). Для мойки обо-

рудования использовали общепринятые реагенты (NaOH, Na2CO3 и др.). 

Величина pH поддерживалась в заданном диапазоне и при необходимости ре-

гулировалась подтитровкой раствором 2 н NaOH, NH4OH или H2SO4. В аэробных 

условиях содержание кислорода поддерживалось в зависимости от характера экспе-

римента на уровне 1–100% от равновесного путем изменения расхода подаваемого 

воздуха и/или интенсивности перемешивания (механической мешалкой). Засев про-

водился 2–20% об. посевного материала, находящегося, как правило, в стационарной 

фазе роста.  

При необходимости, в случае образования значительного количества пены, в 

среду по ходу эксперимента вносили пеногаситель (лапрол или его аналоги в коли-

честве 2–10 капель за 1 раз). 

В указанных биореакторах изучали процессы культивирования в периодиче-

ских условиях – без подпитки и с подпиткой субстратом. Режим с подпиткой суб-

стратом является вариантом высокоплотностного культивирования. В этих условиях 

контролировали заданный объем среды в биореакторе, расход воздуха на аэрацию, 

число оборотов мешалки, температуру, pH, pO2 и Eh в ферментационной среде. 

Концентрацию биомассы в ферментационной среде определяли, как правило, по по-

казанию оптической плотности или сухому весу биомассы. Состояние культуры 

микроорганизмов анализировали под микроскопом (наличие посторонней микро-

флоры, соотношение живых и мертвых клеток после окрашивания метиленовым си-

ним – для дрожжей).  
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Косвенно интенсивность роста биомассы в биореакторах определяли по скоро-

сти изменения pH (если среду не подтитровывали), расходу титрующего агента (при 

поддержании pH в заданных пределах), изменению дыхательной активности.  

Дыхательную активность измеряли по величине угла наклона кривой падения 

концентрации растворенного кислорода (по показаниям датчика pO2) в ферментаци-

онной среде при отключении аэрации и слабом минимально возможном перемеши-

вании среды (около 20 об/мин). Кроме того, по показателю рО2 определялись время 

потребления и момент исчерпания субстрата в ферментационной среде (при исчер-

пании субстрата показатель рО2 резко возрастает), время голодания популяции мик-

роорганизмов.  

 

4.1.3. Эксперименты с освещением ферментационной среды видимым  

светом и облучением мягким ультрафиолетом 

 

Важной особенностью во многих вариантах культивирования было целена-

правленное экранирование или, наоборот, освещение среды видимым светом содер-

жимого колб и биореакторов, в которых выращивались микроорганизмы. Как уже 

было отмечено в главе 2 диссертации, для микроорганизмов, находящихся в состоя-

нии стресса, не исключено появление чувствительности к видимому свету, что мо-

жет быть связано с функционированием, например, фоторепарации. В этом случае 

необходимо учитывать даже фактор освещения содержимого колб и биореакторов 

фоновым светом лабораторного помещения. Освещенность на поверхности стола, на 

котором стояли шейкеры с колбами, составляла в среднем 500 Лк.  

При целенаправленных исследованиях освещение содержимого биореактора 

видимым светом производилось через его стеклянную обечайку. Колбы в шейкере 

освещались лампами дневного света или светодиодными матрицами. Интенсивность 

облучения (энергетическая облученность в пересчете на длину волны λ 555 нм
1
) со-

ставляла 0,01–1 Вт/л (в зависимости от варианта постановки опыта). Так, при осве-

щении биореакторов светом лабораторного помещения (люминесцентные лампы 

дневного света), средняя энергетическая облученность по видимому свету на по-

верхности обечайки биореактора после пересчета в энергетическую облученность на 

1 л среды в реакторе составляла 40 мВт/л.  

                                                 
1
Энергетической облученности (плотности светового потока) 1,0 Вт/м

2
 соответствует 

световая освещенность 683 Лк при  = 555 нм. В экспериментах световая освещенность и 

соответственно энергетическая облученность несколько варьировались – в зависимости от 

времени суток, окружения биореактора и т.п. 
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При необходимости экранирования биореакторов и колб от света, их тщательно 

обертывали светонепроницаемым материалом (двумя слоями черной ткани, фольгой). 

Также использовалось облучение колб и биореактора мягким ультрафиолетом 

УФА диапазона. Работы с облучением микроорганизмов ультрафиолетом проводи-

лись в рамках совместных исследований с ФГУП НПО «Астрофизика».  

При исследовании воздействия оксидативного стресса, индуцированного облу-

чением мягким ультрафиолетом, и проведении экспериментов с дрожжами р. Can-

dida в колбах в качестве стресс-фактора использовалось мягкое УФА-излучение УФ-

лампы TL 20W/05 фирмы «Филипс», основной диапазон излучения которой лежит в 

области λ 320–450 нм, λmax = 370 нм, с мощностью излучения УФА 2,8 Вт. Дрожжи 

облучали ультрафиолетом в стерильном ламинарном боксе в чашках Петри с откры-

той крышкой. 

При проведении экспериментов в биореакторе и облучении его содержимого 

ультрафиолетом в качестве источника УФ-излучения использовалась отечественная 

ртутная лампа ДРШ-100 с диапазоном излучения в области λ 350–450 нм, λmax = 360 

нм, мощностью излучения 100 Вт. Облучение ультрафиолетом проводили сфокуси-

рованным и направленным потоком ультрафиолета через выносную проточную 

кварцевую кювету с полированными кварцевыми стеклами, через которую постоян-

но циркулировала дрожжевая суспензия. Интенсивность освещения и УФ-излучения 

определяли с помощью люксметра – УФ-радиометра ТКА-01/3.  

О результатах воздействия УФ-излучения на микроорганизмы судили по изме-

нению хода кривых зависимости концентрации растворенного кислорода pO2, pH, 

Eh от времени, выводимых непосредственно на монитор компьютера, а также путем 

сравнения кривых роста биомассы. Эксперименты проводились в двух вариантах: с 

подсветкой (освещением) биореактора видимым светом и с экранированием (затем-

нением) его содержимого от света лаборатории. 

Предварительно были определены подходящие условия для выявления отклика 

системы на действие УФ-излучения по показаниям изменения концентрации раство-

ренного кислорода: 

– концентрация биомассы – 0,3–3,0 ед. оптической плотности (0,2–2,0 г/л по 

абсолютно сухой биомассе), 

– интенсивность облучения ультрафиолетом – 0,5–2 Вт/л, 

– скорость вращения мешалки – 150–370 об/мин. 

При невысокой интенсивности перемешивания и высокой концентрации био-

массы величина pO2 невелика (несколько процентов), а при высокой интенсивности 

перемешивания и невысоком содержании биомассы – близка к уровню насыщения, 

что затрудняет выявление возможных изменений в характере кривой pO2. 



238 

 

4.1.4 Культивирование в лабораторных биореакторах  

модифицированными методами 

 

В табл. 4.1. представлен перечень вариантов культивирования, модифициро-

ванных по отношению к стандартным методам периодической и непрерывной фер-

ментации, используемые объекты культивирования и соответствующие разделы 

описания объектов и полученных с ними результатов экспериментов, а на рис. 4.1–

4.5 схематично представлены модифицированные варианты культивирования в био-

реакторах различного типа, использованные в работе. 

 

Таблица 4.1 – Сопоставление модифицированных варинтов культивирования в 

биореакторах с объектами культивирования и целями исследований 

Вариант  

культивирования 

Объекты культивиро-

вания  

Цели и результаты 

исследований 

Разде-

лы 

диссер-

тации 

Высокоплотностное куль-

тивирование с подпиткой 

субстратом, замкнутая вы-

сокоинтенсивная система 

биологической очистки. 

Дрожжи р. Candida. 

 

 

 

Микроорганизмы-

фенолдеструкторы. 

Снижение расходов 

на выделение био-

массы и объема 

сточных вод. 

Повышение окисли-

тельной мощности, 

снижение объема 

вторичных отходов. 

3.1.1 

5.2.1 

 

 

3.2.2 

6.2 

Культивирование в мем-

бранном биореакторе с вы-

водом продуктов биосинте-

за. 

Молочнокислые бак-

терии р. Lactobacillus. 

 

Повышение продук-

тивности, выхода 

молочной кислоты, 

снижение количества 

образующихся по-

бочных продуктов и 

твердых отходов, 

экономия затрат. 

3.1.3 

5.1.3 

Адсорбционная культура. Галобактерии Halo-

bacterium salinarum. 

Повышение выхода 

биомассы и содер-

жания бактериоро-

допсина. 

3.1.4 

5.3 
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Биологическая очистка в 

аэротенке с полным реци-

лом активного ила. 

Активный ил, мо-

дельные стоки. 

Снижение количе-

ства избыточного 

активного ила. 

Апробация возмож-

ности гранулообра-

зования аэробного 

ила. 

3.2.3 

6.3 

Биологическая очистка с 

гранулированным илом, SB-

реактор. 

Активный ил, мо-

дельные стоки. 

Повышение эффек-

тивности удаления 

фосфора из сточных 

вод. 

3.2.4 

3.2.6.2 

6.3.3 

Гибридный процесс с одно-

временным химическим и 

биологическим окислением. 

Дрожжи и бактерии – 

деструкторы фенола. 

Повышение скоро-

сти и качества био-

логической очистки 

сточных вод. 

3.2.2 

6.2 

Контролируемый оксида-

тивный стресс с одновре-

менным воздействием ви-

димого света и ультрафио-

лета УФА-диапазона – 

«Солнечный» биореактор 

Дрожжи рр. Candida, 

Saccharomyces. 

Повышение целевых 

выходных показате-

лей. 

3.1.1 

5.2 

Контролируемый оксидатив-

ный стресс с одновременным 

воздействием видимого света 

и активных форм кислорода 

(H2O2, анолит электрохими-

ческого разложения), в том 

числе в мембранном биоре-

акторе («Искусственная пе-

роксисома») 

Дрожжи рр. Candida, 

Saccharomyces, бак-

терии рр. Bacillus, 

Lactobacillus. 

Активные илы очист-

ных сооружений, 

микроводоросли. 

Повышение продук-

тивности биореак-

тора, выхода целе-

вого продукта. 

Повышение степени 

очистки. 

3.1 

5.1 

5.2 

 

6.1.2 

6.1.3 

6.2.3 

6.2.4 

6.4, 6.5 

Культивирование с подав-

лением абиотических реак-

ций, сопровождающих фер-

ментационный процесс 

Галобактерии Halo-

bacterium salinarum. 

Штаммы-

трансформанты про-

дуцента рибофлавина 

р. Bacillus. 

Повышение содер-

жания бактериоро-

допсина. 

Повышение устой-

чивости биосинтеза 

и выхода рибофла-

вина. 

3.1.4 

5.3 

 

3.1.5 

5.4 
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В режиме культивирования в мембранном биореакторе изучали биосинтез мо-

лочной кислоты молочнокислыми бактериями. На рис. 4.1 представлена схема одно-

го из вариантов установки с выносным половолоконным модулем, включающая 

ферментер с механическим перемешивающим устройством, рубашку для термоста-

тирования, выносной мембранный модуль, насос подачи свежей питательной среды, 

насос, прокачивающий ферментационную среду через мембранный модуль, кон-

трольно-измерительные приборы и регулируемые вентили. При прохождении уль-

трафильтрационного модуля часть культуральной жидкости фильтруется, при этом 

продукты метаболизма и, в частности, молочная кислота в виде лактата аммония 

выводятся из системы, клетки продуцента полностью задерживаются в надмембран-

ном пространстве и вместе с частью культуральной жидкости возвращаются в био-

реактор.  

Для концентрирования биомассы использовался половолоконный модуль с 

мембранами из полисульфона с пределом отсечения 40 кДа, длиной 0,8 м, с рабочей 

поверхностью 0,25 м
2
, скоростью прокачки среды через модуль 0,65–1,3 л/мин (ско-

рость движения среды над поверхностью мембран 0,12–0,24 м/с). Параметры модуля 

были подобраны по результатам предварительных экспериментов. 

В использованном нами основном варианте культивирование молочнокислых 

бактерий в мембранном биореакторе вели в отъемно-доливном режиме с отводом 

части бесклеточной культуральной жидкости из биореактора и внесением аналогич-

ного количества свежей питательной среды. В ходе культивирования контролирова-

ли T, pH, скорость перемешивания среды в биореакторе, расход NH4OH. Момент 

начала отъема культуральной жидкости определяли по окончании автоматического 

титрования питательной среды 2 н NH4OH. По ходу культивирования определяли 

основные показатели ферментации: концентрацию биомассы, глюкозы, молочной 

кислоты; рассчитывались продуктивность реактора, бродильная активность; фикси-

ровались морфологические изменения клеток молочнокислых бактерий и колоний, 

получаемых высевом на агаризованную среду. Отклик популяции на изменение 

условий культивирования анализировали по скорости расхода титранта, изменению 

содержания биомассы в ферментере, остаточной концентрации глюкозы, концентра-

ции накопленной молочной кислоты в пробах из ферментера и в фильтрате.  
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Рисунок 4.1 – Технологическая схема установки мембранного биореактора с 

выносным половолоконным модулем. 

1 – ферментер, 2 – вынесенный мембранный модуль. 

 

 
 

Рисунок 4.2 – Культивирование галобактерий с адсорбционной колонкой и ад-

сорбентом Purolite MN-500. 
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На рис. 4.2 представлен общий вид установки для культивирования галобакте-

рий с целью получения бактериородопсина. В данном случае в систему фермента-

ции была введена колонка с адсорбентом Purolite MN-500. Содержание кислорода 

поддерживалось на уровне 10–20% от равновесного путем изменения расхода пода-

ваемого воздуха и/или интенсивности перемешивания (механической мешалкой), 

температура – 36–38 
о
С. Засев проводился 5–20% об. посевного материала, находя-

щегося в предстационарной фазе роста. При необходимости биореактор освещался 

лампами дневного света или светодиодными матрицами с интенсивностью 10–150 

мВт/л (в пересчете на длину волны λ 555 нм). 

При адсорбционном культивировании галобактерий включали прокачку насо-

сом содержимого биореактора через колонку или емкость с адсорбентом, в которой 

извлекались ингибиторы биосинтеза, образующиеся в питательной среде. Для по-

вышения выхода биомассы галобактерий и содержания бактериородопсина в реак-

тор вносили субстратную подпитку, представляющую концентрированный раствор, 

содержащий триптон, дрожжевой экстракт и глицерин (однократная подпитка вклю-

чала 2 г дрожжевого экстракта, 5 г триптона, растворенного в 50 мл минеральной 

основы, 0,5 мл глицерина). Контроль и регулирование процесса осуществляли с по-

мощью программного обеспечения «BioDrome-1». В ходе культивирования контро-

лировали T, pH, освещенность рабочего объема биореактора, определяли содержа-

ние клеток галобактерий в среде культивирования (турбидиметрически) с последу-

ющим пересчетом на сухой вес по калибровочной кривой. Дополнительно определя-

ли цветовой оттенок ферментационной среды с помощью разработанной экспресс-

методики. 

На рис. 4.3 представлена схема установки для проведения аэробной биологиче-

ской очистки модельных сточных вод в проточном режиме в мембранном биореак-

торе с погружным микрофильтрационным модулем. 
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Рисунок 4.3 – Принципиальная схема установки для проведения аэробной био-

логической очистки модельных сточных вод в мембранном биореакторе с погруж-

ным микрофильтрационным модулем. 

1 – мембранный модуль, 2 – биореактор c рабочим объемом 3,75 л, 3 – насос, 

создающий необходимое разряжение, 4 – компрессор, 5 – мембранный мелкопузыр-

чатый аэратор, 6 – приемная емкость, 7 – исходная емкость, 8 – питающий насос. 

 

Конструкция биореактора и установки была разработана фирмой ООО«НПФ 

ТЭКО» и использована нами для исследований процесса биологической очистки 

модельных сточных вод. Сам реактор был изготовлен в НПФ «ТЭКО»; контрольно-

измерительные приборы и средства автоматизации изготовлены и смонтированы 

своими силами. Реактор имел рабочий объём 3,75 л, мелкопузырчатая аэрация воз-

духом осуществлялась путем его подачи снизу аппарата через эластичную полимер-

ную мембрану с лазерной перфорацией. Погружной мембранный модуль состоял из 

41 керамических трубок со средним размером пор 0,85 мкм с общей рабочей по-

верхностью 0,157 см
2
. Мембрана сформирована на внешней стороне трубок. Трубки 

имеют длину 125 мм и внешний диаметр 10 мм. Трубки крепились на фланце, необ-

ходимом для герметизации дренажного канала и сбора фильтрата в единый канал 

отвода очищенной сточной воды. 
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Для контроля очистки использовали датчики pO2, pH, Eh, T. Установка была 

оснащена блоком контроля и управления, включающим: усилитель-нормализатор и 

плату ЦАП/АЦП, функционирующих на базе программного обеспечения 

«BioDrome-1», адаптированная под комплекс МБР. Для контролирования уровня 

жидкости в реакторе была разработана система контроля, основанная на использо-

вании герконов.  

В число контрольно-измерительных приборов входили манометр, вакуумметр, 

расходомер воздуха. 

При необходимости мембраны очищались обратным током воды или моющего 

раствора (3% раствор NaOH, или лимонной кислоты), для чего использовался насос 

на линии откачки фильтрата, переключенный на реверсивную подачу жидкости при 

давлении 1,3 атм. В ходе предварительных исследований был выбран режим очист-

ки с подачей обратного тока жидкости каждые 15 мин в объеме 100 мл в течение 10 

сек. Такой режим повышает производительность модуля из-за уменьшения количе-

ства загрязнений на поверхности и в порах мембраны, но в то же время не снижает 

значительно производительность всей установки. Также в ходе экспериментов осу-

ществлялась подача пероксида водорода в среду либо напрямую в аэрируемую зону 

биореактора, либо через керамические мембраны с обратным током жидкости.  

Предварительные замеры показали, что проницаемость мембранного модуля по 

чистой воде может достигать 60 л/ч. При фильтрации с суспензией силикагеля про-

ницаемость мембран за 6 ч падала на 9%. При фильтрации модельных суспензий 

лигнина с размером частиц 0,4–1,4 мм при максимальном расходе воздуха проница-

емость мембран по сравнению с вариантом фильтрации чистой воды уменьшалась 

примерно в 10 раз. Использование интенсивной аэрации увеличивало проницае-

мость мембран незначительно – лишь на 15%. Увеличение количества более мелких 

частиц приводило к снижению проницаемости мембран и незначительному ухудше-

нию качества фильтрата. Испытания с внесением в МБР гранул с иммобилизован-

ным в альгинатные гранулы красителем показали, что интенсивная аэрация в МБР 

не влияла существенно на целостность и морфологию гранул в процессе эксплуата-

ции в течение 15 дней, что косвенно указывает на щадящее воздействие вызываемых 

аэрацией гидродинамических сил на загружаемый активный ил. 

По результатам предварительных исследований с загрузкой активного ила в 

мембранный биореактор были выбраны следующие типичные режимы очистки: 

- рабочий объем реактора – 3 л; 

- концентрация ила – 10–13 г/л; 

- обратная промывка по 10 сек. каждые 15 мин; 

- разряжение в мембранах – 0,2 атм.; 
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- расход модельного стока – 1,5 л/ч; 

- исходный ХПК – около 400 мг/л. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 4.4 – Схема установки для аэробной очистки модельных сточных вод в 

проточном режиме с полным рециклом ила. 

1 – реактор; 2 – блок управления; 3 – насос подачи исходной сточной воды; 4 – 

емкость с очищаемой средой; 5 – вторичный отстойник; 6 – датчики pO2, pH, T; 7 – 

компрессор подачи воздуха; 8 – емкость для приема очищенной среды; 9 – персо-

нальный компьютер; 10 – линия перелива среды из реактора во вторичный отстой-

ник; 11 – линия возврата ила; 12 – клапан воздуха; 13 – осветительные лампы 

 

На рис. 4.4 представлена схема разработанной нами лабораторной установки с 

аэротенком и вторичным отстойником для проведения экспериментов в непрерыв-

ном режиме аэробной очистки сточной воды с полным рециклом активного ила, т.е. 

без отвода избыточного ила из системы. Система состоит из реактора общим объе-

мом 4,5 л (на базе биореактора «Фермус-3»), рабочим объемом 1,5–3,0 л с аэрирую-

щим устройством барботажного типа с диффузором или механической мешалкой, и 

блока регистрации показаний датчиков T, pH, pO2. Система регистрации данных и 

контроля параметров использует программое обеспечение «BioDrome-1», модифи-
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цированное с учетом требований к экспериментальным работам по проведению 

биологической очистки сточной воды. 

При работе установки все штуцера в биореакторе закрываются герметично за-

глушками и сам биореактор находится под небольшим избыточным давлением, 

обеспечиваемым компрессором при нагнетании воздуха. Биореактор соединен со 

вторичным отстойником, в который периодически по заданному режиму поступает 

избыток сточной воды через переливной шланг по мере ее поступления в биореак-

тор. В остойнике ил осаждается и возвращается обратно в биореактор, а избыток 

осветленной сточной воды сливается через шланг в приемную емкость. Циркуляция 

воды и ила в системе происходит при открытии и закрытии клапана воздуха. 

При необходимости содержимое реактора освещается двумя лампами дневного 

света Philips мощностью по 20 Вт каждая при средней освещенности на поверхности 

обечайки от 150 до 3500 Лк (определено по замерам с использованием люксметра-

УФ-радиометра ТКА-01/3), что в пересчете на удельную энергетическую освещен-

ность 1 л среды биореактора составляет от 10 до 250 мВт/л. 

В процессе очистки контролируются расход среды на входе и выходе из очист-

ного биореактора, расход воздуха, подаваемого для аэрации содержимого биореакто-

ра, а также измеряется дыхательная активность по изменению показаний датчика рас-

творенного кислорода (pO2) при отключении подачи воздуха в реактор. Наряду с по-

казаниями T, pH, pO2 микроскопируются пробы, измеряются оптическая плотность в 

биореакторе и на выходе сточной воды из вторичного отстойника, текущие концен-

трации субстрата (загрязнений) на входе и выходе из реактора (по ХПК), контроли-

руются расход среды на входе и выходе из биореактора, расход воздуха, подаваемого 

для аэрации содержимого биореактора, а также измеряется дыхательная активность 

по изменению показаний датчика pO2 при отключении подачи воздуха в биореактор.  

В процессе эксплуатации лабораторной установки с биореактором и вторичным 

отстойником в случае использования для аэрации среды барботажа и диффузора, но 

без механической мешалки, на поверхности стенок биореактора, отбойников, смон-

тированных датчиков, диффузора формировалась преимущественно биопленка. 

Также в этих условиях наблюдалось формирование зачатков гранулированного ила. 

Периодически проводили рассевы микроорганизмов из аэротенка и исходной пита-

тельной среды (разбавленное пиво «Балтика 0») на твердые питательные среды 

МПА и сусло-агар для выделения и предварительной идентификации микроорга-

низмов активного ила. Конкретные режимы очистки описаны в экспериментальной 

части работы. 
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4.2. Получение изолятов (накопительных культур) и процедура адаптации 

микроорганизмов к удаляемым загрязнениям и воздействию стрессоров 

 

Важным методическим приемом в работе было получение культур микроорга-

низмов, адаптированных (преадаптированных) к удаляемым загрязнениям и воздей-

ствию стрессоров. 

Преадаптация происходит при последовательном пассировании (пересеве) 

микроорганизмов на среды с трудноутилизируемыми соединениями или при воздей-

ствии стресс-факторов. По мере адаптации повышается способность утилизировать 

соединения или повышается устойчивость микроорганизмов к стрессу [1915]. 

Прибегали к ступенчатой адаптации, постепенно повышая концентрацию био-

стойкого и/или токсичного субтрата или дозу стрессора, в частности, H2O2. При этом 

учитывали состояние, фазу роста, плотность микробной популяции, подвергаемой 

стрессорному воздействию. 

Методом последовательного пассирования с последующим рассевом на твер-

дые среды или без рассева были получены: 

- бактериальные и дрожжевые консорциумы, способные окислять фенол при 

повышенных концентрациях последнего (до 5 г/л) с высокой скоростью; 

- консорциумы микроорганизмов, составляющие основу активных илов, для 

исследования процессов биологического окисления сточных вод; 

- сообщества микроорганизмов, способные к образованию гранулированного 

активного ила при биологической очистке сточных вод; 

- изоляты микроводорослей и цианобактерий, входящих в состав отобранных 

образцов альгобактериальных и цианобактериальных консорциумов; 

- микроорганизмы и их консорциумы, устойчивые к повышенным дозам перок-

сида водорода (при изучении контролируемого оксидативного воздействия). 

Вместе с тем, при работе с рекомбинантными штаммами микроорганизмов 

процедура последовательных пересевов может привести к быстрой утрате изначаль-

ных свойств продуцента.  

При адаптации микроорганизмов к оксидативному стрессу осуществляли се-

рию последовательных пересевов культуры на фоне воздействия стресс-факторов, 

среди которых наиболее часто применяли пероксид водорода, и антистресс-

факторов, наиболее часто – видимый свет относительно низкой интенсивности (см. 

разделы 2.7, 4.1.3). Такое целенаправленное воздействие проводили при культиви-

ровании дрожжей р. Candida как продуцента кормового белка, Saccharomyces cere-

visiae – продуцентов этанола, молочнокислых бактерий р. Lactobacillus – продуцен-

тов молочной кислоты, бактерий р. Bacillus – рекомбинантных трансформантов по 
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рибофлавиновому оперону, при изучении процессов аэробной биологической очист-

ки и образования гранулированного активного ила в аэробно-анаэробном отъемно-

доливном режиме. 

Преадаптация микроорганизмов активного ила к оксидативному стрессу при 

изучении процессов гранулообразования в типовом случае проводилась при культи-

вировании при комнатной температуре в периодическом режиме в конических кол-

бах объемом 250 мл, с рабочим объемом 100 мл на шейкерах при освещеннности от 

100 до 1400 Лк на поверхности колб, а также в затемненных колбах. Одновременно 

вели контрольные линии активного ила – без добавления H2O2. Количество посевно-

го материала обеспечивало начальную концентрацию активного ила (в виде хлопь-

ев) 2–4 г/л (по сухим веществам ила). Пероксид водорода первоначально добавляли 

в дозах 100–200 мг/л в различные фазы роста (типично в момент пересева ила, через 

1–4 ч после пересева, в середине экспоненциальной фазы роста), постепенно повы-

шая дозу H2O2 от пассажа к пассажу. Через определенное количество пересевов по-

лучали активный ил, более устойчивый к внесению пероксида водорода по сравне-

нию с контрольным, непассированным илом и выдерживающий внесение H2O2 в до-

зах до 1–5 г/л. Пробы с илом для измерений отбирались до внесения H2O2. По ре-

зультатам измерений сравнивали скорость снижения уровня остаточного ХПК при 

внесении H2O2 в сточную воду с гранулированным илом на фоне воздействия и без 

воздействия света.  

Другие особенности процедуры адаптации для каждого конкретного варианта 

культивирования описаны при изложении результатов экспериментов в главах 5 и 6. 

 

4.3. Основные среды культивирования 

 

4.3.1. Агаризованные среды 

Сусло-агар – для дрожжей и грибов. 

Мясо-пептонный агар (МПА) – для выделения сапрофитных гетеротрофных 

бактерий. 

Агаризованная среда MRS (для выращивания молочнокислых бактерий), г/л: 

гидролизат казеина – 10, пептон – 10, глюкоза – 20, дрожжевой экстракт – 5, K2HPO4 

– 2, ацетат Na – 5, цитрат триаммония – 2, MgSO4 – 0,2, MnSO4 – 0,05, агар – 15. 

Агаризованная среда для культивирования галобактерий, г/л: NaCl – 250, 

MgSO47H2O – 20, KCl – 2, цитрат Na – 3, вода – водопроводная, агар – 15. 

4.3.2. Жидкие питательные среды 

Среда Лурия-Бертани, LB-бульон, г/л: бактотриптон – 10, дрожжевой экс-

тракт – 5, NaCl – 10. 



249 

Бактериальная среда LA, г/л: триптон – 10, дрожжевой экстракт – 5, сахароза 

– 10. 

Модифицированные среды для культивирования дрожжей р. Candida (на 

основе среды 9М), г/л:  

Среда 1: (NH4)2HPO4 – 10, KH2PO4 – 5,8, NaH2PO4 – 3,7, MgSO4*7H2O – 0,7, са-

хароза или этанол – 10 (при культивировании в колбах в аэробных условиях), вода – 

водопроводная, pH – 5,8–6,0. Стерилизация в течение 30 мин. при 0,5 ати. 

Среда 2: (NH4)2SO4 – 3, (NH4)2HPO4 – 5, NaH2PO4*2H2O – 10, KH2PO4 – 3, 

K2HPO4 – 0,1, K2SO4 – 0,1, MgSO4*7H2O – 1,4; микроэлементы (1:100): FeSO4*7H2O – 

50 мг, MnSO4*7H2O – 30 мг, ZnSO4
*
7H2O – 30 мг, NaCl – 20 мг, CuSO4*3H2O 10мг. 

Среда с зерновым суслом для культивирования дрожжей-сахаромицетов – 

продуцентов этанола. 

В лабораторных экспериментах в качестве питательной среды использовалось 

зерновое сусло, приготовленное из зерна в производственных условиях (ФГУП 

«Биотехнологический завод», пос. Серебряные Пруды, Моск. обл.), а также модель-

ные среды с сахарозой или суслом в качестве органического субстрата и минераль-

ными компонентами – источниками азота, фосфора, калия, магния. 

Характеристика сусла: концентрация сухих веществ, % – от 17,5 до 18,0; титру-

емая кислотность,
0
 – от 0,1 до 0,3 (до подкисления) и от 0,6 до 0,8 (после подкисле-

ния), pH 3,6–3,8 (после подкисления). 

Состав среды с зерновым суслом, г/л: (NH4)2HPO4 – 5, (NH4)2SO4 – 3, 

NaH2PO4*2H2O – 10, KH2PO4 – 3, MgSO4*7H2O – 1,4, FeSO4*7H2O – 0,05, 

MnSO4*7H2O – 0,03, ZnSO4*7H2O – 0,02, CuSO4*5H2O – 0,01, NaCl – 0,02, H3PO4конц – 

2 мл/л, зерновое сусло – 30 мл/л, вода – водопроводная, pH – 5,4. 

Модифицированная среда для культивирования дрожжей-сахаромицетов 

(на основе среды 9М), г/л: (NH4)2SO4 – 5,0, KH2PO4 – 1,0, KCl – 0,15, MgSO4*7H2O – 

0,2, CaCl2 – 0,05, дрожжевой экстракт – 0,5, сахароза – 30 при культивировании в 

колбах в аэробных условиях для роста биомассы, или 150 для процесса брожения, 

вода – водопроводная, pH – 5,8.  

Базовая среда для галобактерий [1405], г/л: NaCl – 250, MgSO4*7H2O – 20, 

KCl – 2, CaCl2 – 0,2, цитрат натрия – 0,5, пептон (триптон) – 7, дрожжевой экстракт – 

2, глицерин – 4 мл/л, вода – водопроводная. При необходимости pH среды доводится 

до 6,8–7,2 2 н NaOH. Стерилизация в течение 30 мин. при 0,5 ати. Использовались 

пептоны (триптоны) Serva, Hispanlab, Difco, дрожжевые экстракты Hispanlab, Organ-

otechnie, Difco. 
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Среда MRS (для молочнокислых бактерий), г/л: гидролизат казеина – 10, пеп-

тон – 10, глюкоза – 20, дрожжевой экстракт – 5, K2HPO4 – 2, ацетат Na – 5, цитрат 

триаммония – 2, MgSO4 – 0,2, MnSO4 – 0,05. 

Базовая среда для проведения ферментации с молочнокислыми бактерия-

ми, г/л: глюкоза – 10 (в опытах в планшетах), 20–30 (в опытах на колбах) или 100–

110 (в опытах в ферментерах), дрожжевой экстракт – 15, К2НРО4 – 2, MgSO4 – 0,1, 

MnSO4 – 0,05, pH 6,0–6,5 (доводят концентрированным р-ром NH4OH или 1 н р-ром 

H2SO4).  

Среда для культивирования штаммов B. subtilis, г/л: 

1) посевная: сахароза – 20; дрожжевой экстракт – 10; MgSO4*7H2O – 1, pH 7,1-7,2; 

2) посевная среда модифицированная: сахароза – 50; дрожжевой экстракт – 10; 

мочевина – 3; MgSO4*7H2O – 1, pH 7,1–7,2; 

3) ферментационная: сахароза – 80, мальтоза – 40, MgSO4*7H2O – 1, K2HPO4 – 

9, KH2PO4 – 3, мочевина – 30, дрожжевой экстракт – 10. 

Подпитка (г/л): сахароза – 450; мальтоза – 250, (NH4)2SO4 – 10, триптон – 10, 

дрожжевой экстракт – 15. 

Компоненты среды стерилизовали раздельно при 0,5 ати в автоклаве в течение 

30 мин. Во все среды после стерилизации и охлаждения добавлялся фосфат эритро-

мицина в количестве 10 мг/л. 

При необходимости посевную среду хранили на холоду при +2 – +4
о
С не более 

7 сут. 

Базовая среда для изучения микробиологического окисления фенола. 

Состав среды, г/л: Na2HPO4 – 10,0, (NH4)2SO4 – 1,0, KH2PO4 – 2,7, MgSO4*7H2O 

– 0,2, MnSO4 – 0,01; FeSO4*7H2O – 0,05, Ca(NO3)2 – 0,03, фенол – 0,5–5,0, рН 7,0 – 

при выделении и проведении биодеструкции бактериями, рН 5,0 – при выделении и 

проведении биодеструкции дрожжами.  

Для выделения и культивирования цианобактерий использовалась среда BG-

11. Среда BG-11 без источника азота использована для выделения азотфиксирую-

щих цианобактерий. 

Для выделения и культивирования микроводорослей использовалась среда 

Тамия.  

 

4.4. Методы анализа 

 

4.4.1. Физико-химические и химические методы анализа 

Значения pH измерялись рН-метрами рН-340, ЭВ-74 (Россия) – с использова-

нием стеклянного измерительного и хлорсеребряного электрода сравнения; Seven-
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Compact pH/Ion S220 (Mettler Toledo) и аналогичных марок – с использованием ком-

бинированного электрода.  

Концентрация растворенного кислорода (рО2) – датчиками полярографическо-

го типа с использованием анализаторов растворенного кислорода (Tap4000e, Mettler 

Toledo или аналогичных марок).  

Уровень освещенности среды измерялся люксметром/УФ-радиометром ТКА–

01/3 (г. Санкт-Петербург). 

Содержание биомассы бактерий и дрожжей типично определяли по оптиче-

ской плотности (турбодиметрически) на фотоэлектроколориметре КФК-3 ( 540 нм, 

толщина кюветы l=3 мм, или l=5 мм) или «Экотест 2020» ( 505 нм, l=1 см) или 

спектрофометрически при  510 нм, непосредственным измерением сухого веса кле-

ток микроорганизмов с последующим использованием калибровочных кривых для 

пересчета показаний с единиц оптической плотности на сухой вес (1 ед. оптической 

плотности при длине оптического пути 3 мм и  540 нм соответствует 0,7 г/л асб), а 

также по колониеобразующим единицам, подсчетом клеток в камере Горяева. При 

определении сухого веса дрожжей и бактерий суспензию клеток отфильтровывали и 

промывали на мембранном фильтре и в дальнейшем высушивали при 105 
o
C до по-

стоянного веса. 

При культивировании молочнокислых бактерий в планшетах оптическую 

плотность измеряли на ИФА-фотометре iMark, BioRad при длине волны 505 нм. 

Накопление биомассы галобактерий и биомассы бактерий – продуцентов ри-

бофлавина определяли по изменению оптической плотности на КФК-3.01 (толщина 

кювет – 3 мм,  670 нм), а также на спектрофотометре Specord M40, с последующим 

пересчетом на сухой вес по калибровочной кривой. 

Сухой вес биомассы галобактерий и калибровочную кривую пересчета в еди-

ницы оптической плотности определяли путем аккуратного отбора некоторого коли-

чества биомассы с чашек Петри. Определяли вес отобранной влажной биомассы, ее 

сухой вес после высушивания при 105 
o
C и долю влаги в биомассе. Полученное зна-

чение влажности использовали для пересчета в асб на основе результатов сопоставле-

ния массы влажной биомассы с чашки Петри и ее оптической плотности после сус-

пендирования в стандартном объеме среды. 

Содержание сахаров: глюкозы, редуцирующих веществ – эбулиостатическим 

модифицированным методом Бертрана, фенол-серным и антроновым методами; ре-

дуцирующих олигосахаридов и полисахаридов – с предварительным гидролизом со-

ляной кислотой (метод Бертрана-Шарля); сахарозы – модифицированным методом 

Бертрана-Шарля [1916-1918], а также рефрактометрически (при культивировании 

дрожжей на сусле и сахарозе) с использованием рефрактометра RL 2 (Польша). 
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Содержание молочной кислоты определяли: 

- потенциометрическим титрованием в изопропаноле; 

- методом обращенно-фазовой высокоэффективной жидкостной хроматогра-

фии. Измерения проводились в Международном учебно-научном центре трансфера 

фармацевтических и биотехнологий РХТУ им. Д.И. Менделеева. Этим же методом 

определяли в культуральной жидкости остаточное содержание глюкозы, побочных 

органических кислот и других органических примесей. 

Оптическую чистоту молочной кислоты (L-форма) определяли на универ-

сальном сахариметре СУ-5 с поляриметрической кюветой. 

Содержание этанола определяли методом ГЖХ. Измерения проводились на га-

зовых хроматографах Хром-5 и Цвет-500М с детектором теплопроводности и колон-

кой с насадкой Полисорб – 1 (размер частиц 0,1–0,3 мм по ТУ 6-09-10-1834). 

Определение общего и аминного азота проводили по ГОСТ 32044.1-2012 

«Корма, комбикорма, комбикормовое сырье. Определение масовой доли азота и вы-

числение массовой доли сырого протеина. Часть I. Метод Къельдаля». 

Содержание белка:  

- биуретовым реактивом; 

- методом Лоури. 

Накопление рибофлавина контролировали по изменению оптической плотно-

сти. При измерении содержания рибофлавина аликвота культуральной жидкости 

смешивалась с 6 н HCl в соотношении 1:4, встряхивалась, оставлялась в покое 10 

мин. при комнатной температуре, центрифугировалась 10 минут при 5000 об/мин; 

оптическая плотность супернатанта измерялась на КФК-3.01 ( 440 нм, толщина 

кювет – 3 мм) после построения калибровочного графика. Аналогично определяли 

содержание рибофлавина в клетках продуцента после экстракции 6 н HCl. 

Концентрацию H2O2 определяли: 

- амперометрически – по датчику pO2; 

- спектрофотометрически – на УФ-спектрофотометре с кварцевой кюветой при 

длине волны 240 нм, используя коэффициент экстинции ε240 =43,6 mМ
-1

см
-1

  [1919]. 

Содержание хлорофилла в суспензии микроводорослей и цианобактерий 

определяли после предварительного замораживания отфугованных или отфильтро-

ванных клеток для их разрушения с последующей экстракцией хлорофилла смесью 

хлороформ : этанол в соотношении 2:1 до полного обесцвечивания экстракта [1920]. 

После отфильтровывания экстракта измеряли оптическую плотность раствора на 

спектрофотометре при длине волны 665 и 750 нм (показание E). Далее добавляли 1 

каплю 1М HCl и также измеряли оптическую плотность при двух длинах волн (по-

казание А). Концентрация хлорофилла (мг/мл) рассчитывали по формуле: 
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Сhla=27,9 V·[(E665-E750) – (A665-A750)]/Vобразца, 

где V – объем экстрагента, пошедший на доведение объема (10 мл); 

Vобразца – объем отобранной суспензии. 

Концентрацию фенола определяли спектрофотометрическим методом при 

 270 нм. 

Химическое потребление кислорода (ХПК) определяли бихроматным методом 

по РД 52.24.421-2007 с применением в качестве индикатора N-фенилантрониловой 

кислоты. 

Определение содержания аммонийного азота (аммиака) определяли по его 

взаимодействию с реактивом Несслера. 

Содержание нитратов, нитритов, аммонийных ионов определялось готовыми 

тест-системами фирмы НИЛПА согласно ТУ 2642-010-23112380-2003, ТУ 2642-009-

23112380-2003, ТУ 2642-011-23112380-2003, а также тест-системами производства 

фирмы Sera (Германия). Концентрация нитратов дополнительно измерялась иономе-

ром рХ-150.1МИ фирмы «Измерительная техника» с ионоселективным электродом. 

Концентрация неорганических фосфат-ионов РО4
3-

 измерялась по ПНД Ф 

14.1:2:4.112-97. 

Определение общего фосфора (Pобщ.) в биомассе активного ила определяли пу-

тем гидролиза образца активного ила в 6 н НСl с последующим центрифугировани-

ем, промывкой фугата водой, повторным центрифугированием, добавлением 2 мл 

дистиллированной воды и 1 мл соляной кислоты, выдерживанием на водяной бане 

40 мин и далее анализом на содержание фосфат-ионов по ГОСТ 18309-72.  

Содержание полифосфатов определялось по ГОСТ 18309-72 путем их гидро-

лиза в кислой среде, при котором полифосфаты переходят в растворенные ортофос-

фаты, определяемые колориметрическим методом в виде фосфорно-молибденового 

комплекса, окрашенного в синий цвет. 

Содержания ионов Ca
2+

 в свекловичной мелассе и других субстратах и пита-

тельных средах определяли комплексонометрическим титрованием с ЭДТА с пред-

варительным осаждением или без осаждения оксалатом – в зависимости от степени 

окрашенности исходного раствора.  

Анализ химического состава компонентов исходной среды и культураль-

ной жидкости методом ВЭЖХ – проводился в лаборатории хроматографических 

методов анализа ИНЭОС РАН.  
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4.4.2. Микробиологические методы анализа 

 

Микроскопирование проводилось стандартными методами с использованием 

препаратов типа «раздавленная капля» и «фиксированная капля» при увеличении от 

160х до 1600х. Использовали микроскопы Микромед-2 (вариант 2-20), Laboval-4 и ана-

логичных марок, Primo Star Carl Zeiss (Германия), IX51, Olympus Co, Ltd. (Япония). 

Микроскопированием определяли: 

- наличие посторонней микрофлоры; 

- число клеток (подсчетом в камере Горяева); 

- морфологию клеток (форма клеток, их взаимное расположение, размер кле-

ток, подвижность), морфологию активного ила, в том числе с использованием виде-

оприставки к микроскопу; 

- окраску фуксином для контрастирования фиксированных препаратов; 

- окраску по Граму фиксированных препаратов; 

- число живых и мертвых клеток после окрашивания метиленовым синим, а 

также выявления микроводорослей, которые не прокрашиваются метиленовым си-

ним вследствие его окисления (обесцвечивания); 

- наличие гранул углеводной природы;  

- наличие полифосфатов (волютин по способу Омельянского); 

- наличие спор по методу Пешкова; 

- наличие слизистых оболочек микроорганизмов путем окраски тушью; 

- первичную идентификацию простейших путем фиксации раствором люголя. 

Высевы на твердые питательные среды в чашках Петри проводили с целью: 

- определения (обнаружения) посторонней микрофлоры в образцах питатель-

ных сред, из биореакторов и в других образцах; 

- определения титра колониеобразующих единиц; 

- описания микробного профиля и морфологии колоний (форма, размер, по-

верхность, профиль, блеск и прозрачность, цвет, край, структура, консистенция) и 

первичной идентификации объектов культивирования; 

- определения антагонистической активности дисковым методом или методом 

штрихов. 

Для цианобактерий антагонистическую активность определяли пробирочным 

методом. В этом случае в пробирки заливали стерильную питательную среду для 

цианобактерий по 9 мл, вносили по 1 мл культуры. Выдерживали в термостате при 

30 
о
С при постоянном освещении в течение 5 суток. Затем в пробирки с выросшей 

культурой цианобактерий вносили по 0,5 мл культуральной жидкости предполагае-

мых бактерий-антагонистов и вновь выдерживали в термостате при 30 
о
С 24 часа. 
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Проводили измерение концентрации цианобактерий в пробирках и оценивали анта-

гонистическую активность по убыли численности цианобактерий. 

 

4.4.3. Оценка и контроль морфологического, физиолого-биохимического 

состояния популяций микроорганизмов и их сообществ 

 

Характеристика процесса гранулообразования при исследовании аэробной 

биологической очистки. Оценивались:  

- количество и размер образующихся гранул; 

- морфология гранул; 

- микробный состав – путем рассева образцов проб ила с различных зон гранул 

(наружной, средней, внутренней) на твердые селективные питательные среды. Через 

3–14 суток визуально оценивали рост на чашках Петри. По разнообразию морфоло-

гии колоний оценивали количество культур, характерных для данной среды. В слу-

чае, если колонии были схожи, проводили дополнительное исследование микроско-

пированием; 

- таксономическая принадлежность выделенных изолятов на основе анализа 

последовательностей 16S и 18SrRNA (в Центре биоинженерии РАН).  

 

Определение количества образующейся биопленки.
1
 

Интенсивность образования биопленок можно оценить с помощью специально-

го красителя (кристалл-виолет) [419, 1921]. Клетки микроорганизмов выращивали в 

планшетах в течение 24 ч, при этом на стенках лунок образовывалась биопленка. За-

тем планктонные клетки (т.е. свободно плавающие, не прикрепленные) из лунки 

удаляли, лунку промывали дистиллированной водой и добавляли раствор красителя, 

окрашивающего биопленку. После этого лунку отмывали от избытка красителя и 

добавляли в лунку 96% этанола для десорбции красителя. Замеряли интенсивность 

окрашивания содержимого лунки по оптической плотности, которая пропорцио-

нальна интенсивности образования биопленки. 

Дыхательная активность определялась по изменению концентрации раство-

ренного кислорода в ферментационной среде после отключения аэрации и при ми-

нимальном перемешивании. Кроме того, по показателю рО2 определялись: момент 

исчерпания субстрата в ферментационной среде и время распада Н2О2. 
                                                 
1Исследование образования биопленок проводилось сотрудниками Института молеку-

лярной генетики РАН (проф. Хмель И.А., аспирант Плюта В.А.). Автор диссертационной 

работы участвовал в данных исследованиях применительно к воздействию оксидативного 

стресса, индуцируемого внесением H2O2 в среду культивирования, на систему кворум-

сенсинг и образование биопленок. 
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Бродильная активность определялась методом вытеснения путем измерения 

объема выделяемого CO2 в стандартной аликвоте, отобранной из ферментера без 

разбавления суспензии микроорганизмов. Для этого в колбу на 50 мл, помещенную 

на водяную баню (температура 30–33 С) вносили 20 мл суспензии дрожжей сразу 

же после отбора непосредственно во время процесса роста микроорганизмов. Колбу 

закрывали резиновой пробкой с приемной трубкой для отвода газа. Выделившийся 

газ (СО2) собирали в мерный сосуд с подкисленнной водой для определения объема. 

Индекс активного ила – согласно общепринятому определению как объем ак-

тивного ила на 1 г сухого вещества ила в исходной суспензии после тридцатиминут-

ного отстаивания. 

Качественная оценка характера биосинтеза при культивировании гало-

бактерий основывалась на изменении цвета бактериальной суспензии по ходу про-

текания ферментации. Для более детальной оценки динамики накопления бактерио-

родопсина (БР) без его непосредственного выделения разработали экспресс-метод, 

основанный на фиксировании цвета суспензии в кювете со стандартной толщиной 

слоя суспензии при помощи фотосканера [1922, 1923]. Отсканированные изображе-

ния анализируются на содержание цветовых компонентов (RGB – шкала – красный, 

зеленый, синий) при помощи графического редактора Photoshop. Цвет с большей 

долей синей составляющей (темно-сиреневый) свидетельствует о более высоком со-

держании бактериородопсина в клетках галобактерий. Оранжевый оттенок суспен-

зии свидетельствует о высоком содержании каротиноидов и малом – бактериоро-

допсина (рис. 4.5).  

 

 

Рисунок 4.5 – Изменение цветовой окраски суспензии галобактерий по ходу 

культивирования при среднем уровне накопления БР. 

 

Для анализа направленности биосинтеза у галобактерий (содержание бактерио-

родопсина и каротиноидов) строится фазовый портрет (карта цвета): концентрация 

биомассы (г/л или оптическая плотность суспензии) – цветовая характеристика (со-

отношение красного R – синего B – зеленого G цвета) для количественной оценки 
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выработки бактериородопсина в процессе роста (рис. 4.6А, Б). В фазовом простран-

стве рост и изменение цвета суспензии можно отобразить в виде кривой.  

По оси ординат (возрастание снизу вверх) фиксируется концентрация биомас-

сы, а по оси абсцисс (возрастание справа налево) – окраска суспензии клеток. За 

максимум окраски взят цвет суспензии с пурпурными мембранами с бактериородоп-

сином. Окраска фиксируется в относительных единицах (0–10). Изменение цвета в 

сторону уменьшения B-составляющей спектра и, соответственно, возрастания R 

и/или G указывает на начало выработки галобактериями каротиноидов. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   А              Б 

 

Рисунок 4.6 – Градиентная карта цвета для определения содержания БР. Кривая 

– изменение цвета суспензии по ходу культивирования. 

А – при незначительном накоплении биомассы. 

Б – при высоком конечном уровне накопления биомассы и бактериородопсина 

в реальном эксперименте при культивировании с адсорбентом (гранулированный 

активированный уголь). 

 

Гипотетическая кривая (1), приведенная на рис. 4.6А, соответствует неизмен-

ному суммарному содержанию БР при разной оптической плотности суспензии (т.е. 

D×БРуд = const.; D – оптическая плотность суспензии, БРуд – удельное содержание 

бактериородопсина в клетках галобактерий, мг/г), при этом с увеличением уровня 

накопления биомассы в среде падает удельное содержание БР в клеточной массе. 

Линия (2), исходящая из левого верхнего угла до точки кривой, построена для слу-

чая накопления БР, пропорционального накоплению биомассы, т.е. при неизменном 

удельном содержании БР в клеточной массе (B = const). В реальном эксперименте 
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(кривая 3) при определенном уровне накопления биомассы наблюдается уменьше-

ние удельного содержания БР при повышении суммарного уровня накопления его в 

ферментационной среде. Для сравнения на градиентной карте (рис. 4.6Б) показана 

линия изменения цвета суспензии в реальном процессе культивирования галобакте-

рий с внесением инкапсулированного угля (см. раздел 5.3.5.5). 

Такая карта позволяет оперативно анализировать содержание БР в суспензии и, 

в некоторой степени, предсказывать дальнейшее поведение культуры. Имея карту 

цвета, можно достаточно надежно оценить эволюцию цвета по ходу ферментации и 

наличие в клетках бактериородопсина визуально, «на глаз». 

В реальных условиях кривые эволюции цвета будут находиться в определенном 

коридоре разброса. Поэтому в управляющую систему должна закладываться область 

цветов для каждого момента времени, соответствующая оптимальному и минимально 

допустимому течению процесса с определенным допуском на точность экспресс-

методики. Погрешность градиентной карты цвета при уровне биомассы >5 г/л нахо-

дится на уровне 7–8%. Следует отметить, что карта показывает несколько заниженное 

содержание БР для определенного цвета и уровня биомассы, однако, принимая, что 

потери всегда примерно одинаковы, разработанный способ дает возможность опреде-

лить выход БР уже с учетом потерь стандартного метода выделения. 

 

4.4.4. Биохимические и молекулярно-генетические методы анализа и  

контроля 

 

Общая дегидрогеназная активность определялась с использованием индика-

тора 2.3.5–трифенилтетразолия хлористого (ТТХ) и замером количества образован-

ной востановленной формы ТТХ (трифенилформазана) по методике, описанной в 

«Правилах приема производственных сточных вод в системы канализации населен-

ных пунктов 1984-03-02 00:00:00», модифицированной нами для определения фи-

зиологической (биохимической) активности микроорганизмов и их консорциумов. 

Дегидрогеназная активность характеризует физиологическую активность ила в от-

ношении окисления загрязнений сточных вод. Принято считать, что чем выше ак-

тивность фермента дегидрогеназы, тем выше биохимическая активность ила и ин-

тенсивнее красный цвет исследуемой пробы, тем лучше протекает деструкция за-

грязнений в сточной воде микроорганизмами [1924]. Дегидрогеназная активность 

изменяется пропорционально общей численности микроорганизмов, которая, в свою 

очередь, пропорциональна общему количеству потребленных этими микроорганиз-

мами питательных веществ (в случае очистки сточных вод активным илом – загряз-

http://www.skonline.ru/doc/40726.html
http://www.skonline.ru/doc/40726.html
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няющих веществ). При этом окрашиваются только клетки микроорганизмов, хлопья 

активного ила, а жидкость остается бесцветной. 

Для определения дегидрогеназной активности в пробирку с 5 мл сточной воды, 

содержащей очищаемый субстрат и активный ил, или с суспензией изучаемых мик-

роорганизмов, добавляли 1 мл 0,03%-ного водного раствора ТТХ (в контрольной 

пробе 1 мл дистиллированной воды) и, в случае изучения активности отдельных 

культур, – 1 мл раствора с использовавшимся питательным субстратом. Пробирки 

закрывали резиновыми пробками, перемешивали содержимое и оставляли в покое 

при температуре 30 
о
С в течение 1 часа, после чего центрифугировали в течение 15 

мин при 7000 об/мин, сливали фугат. К осадку добавляли 5 мл 98% этанола, пере-

мешивали и оставляли до полной элюции (30–60 минут), центрифугировали и изме-

ряли интенсивность окраски фугата на ФЭКе при длине волны 540 нм относительно 

дистиллированной воды. Отсутствие окраски свидетельствовало об отсутствии де-

гидрогеназной активности.  

Каталазная активность определялась:  

- по скорости выделения О2 в реакционном сосуде с резиновой пробкой и при-

емной трубкой для отвода газа после внесения отобранных и разбавленных в 10 или 

100 раз (в зависимости от концентрации биомассы) 2 мл аликвот проб в 20 мл 2,5% 

H2O2 при температуре 30–33С. Выделившийся газ собирают в мерный сосуд для 

определения объема; 

- в тесте на каталазу при выявлении попадания посторонней микрофлоры при 

культивировании молочнокислых бактерий; положительная реакция на каталазу в 

культуре молочнокислых бактерий свидетельствует о наличии посторонней микро-

флоры (грибной или бактериальной). 

Анализ содержания и выделение бактериородопсина в составе пурпурных 

мембран. 

В исследованиях с галобактериями использовали модифицированную методику 

для анализа содержания БР в клетках спектрофотометрическим методом и последу-

ющей его очистки и выделения. За основу была взята методика, описанная Остер-

хельдом и Стохениусом [1405]. 

В общем случае модифицированная методика анализа содержания БР включает 

следующие этапы:  

1) Осаждение биомассы галобактерий на центрифуге; биомасса сохраняется 

при температуре –18С и не меняет своих свойств в течение длительного промежут-

ка времени;  

2) Отмывка 25% раствором NaCl от компонентов среды;  

3) Повторное центрифугирование;  
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4) Лизис биомассы дистиллятом 10:1 с добавлением 10 мг/л ДНКазы (Sigma) в 

течение 1 ч при комнатной температуре для устранения вязкости, создаваемой ком-

плексами ДНК с белками, при перемешивании и освещении;  

5) Центрифугирование 10 мин. при 7000 об./мин, отбор супернатанта. Ото-

бранный супернатант анализируется на спектрофотометре (Specord M40) со снятием 

спектра в диапазоне видимого света в интервале длин волн 400–620 нм.  

Концентрация бактериородопсина СБР в лизате после отмывки определяется по 

формуле: 

СБР (г/л)=L*A568*26000/63000 , 

где L (см) – толщина кюветы (1 см); A568 – оптическая плотность при 568 нм; 26000 

– молекулярная масса БР; 63000 – коэффициент экстинкции при 568 нм. 

Очистка и выделение БР в составе пурпурных мембран (ПМ) включает следую-

щие этапы, дополнительные к этапам 1–5 на стадии определения содержания БР:  

6) Ультрацентрифугирование в течение 30 мин при 20000 об/мин (центрифуга 

5131 «Eppendorff», ФРГ); 

7) Отделение слоя ПМ от каротиноидов (находятся в супернатанте и отличают-

ся цветом), слив супернатанта и ресуспендирование осадка ПМ в 25% растворе 

NaСl;  

8) Диализ в течение 6–12 ч против 0,1 н NaCl с добавлением небольшого коли-

чества фосфатного буфера (при диализе против дистиллированной воды ПМ пре-

вращаются в нефункциональные «синие» мембраны); 

9) Повторное ультрацентрифугирование и отделение ПМ от каротиноидов, од-

нако при высоком содержании БР и низком содержании каротиноидов (супернатант 

бесцветный) достаточно одного ультрацентрифугирования; 

10) Получение спектра препарата ПМ в УФ и видимой области. В качествен-

ных препаратах пурпурных мембран отсутствуют пики каротиноидов, отношение 

оптической плотности раствора БР при длине волны 280 нм к оптической плотности 

раствора при длине волны 570 нм (D280/D568) менее 2,4, отношение D568/D400 более 

2,5. Полученные препараты использовались для калибровки эталонов для экспресс-

методики определения содержания БР; 

11) Получение стерильного препарата фильтрацией в стерильные флаконы че-

рез микрофильтрационную мембрану;  

12) Хранение препарата при 4 
о
С с концентрацией белка около 10 мг/мл. 

Лизис клеток молочнокислых бактерий для проведения электрофореза 

внутриклеточного пула белков. 
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Отбирали 10 мл суточной клеточной суспензии молочнокислых бактерий, цен-

трифугировали 10 мин при 12000 об/мин с охлаждением ротора (4°C), удаляли надо-

садочную жидкость. Отмывали дважды с использованием PBS – буфера и центрифу-

гировали (12000 об/мин, 10 минут, 4°C) один раз с использованием лизирующего 

буфера (10 mM Tris-HCl, pH 7.6, 1 mM EDTA, 5mM MgCl2), затем ресуспендировали 

в 10 мл лизирующего буфера, содержащего 5 мг/мл лизоцима. После чего инкубиро-

вали при 37 
о
C 30 минут. После инкубации клеточный дебрис удаляли при помощи 

центрифугирования в течение 15 мин при 12000 об/мин и 4°C. 

Идентификация выделенных изолятов микроорганизмов. 

В ряде случаев выделенные изоляты микроорганизмов идентифицировались 

методом анализа последовательности генов 16S рРНК (бактерии, цианобактерии) и 

18S рРНК (эукариотические клетки дрожжей и микроводорослей). Идентификация 

проводилась на базе центра Биоинженерии РАН. 
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ГЛАВА 5. СОВМЕЩЕННЫЕ ЭКОЛОГИЧЕСКИ ЧИСТЫЕ  

МЕТОДЫ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ МИКРООРГАНИЗМОВ  

ПРИ ПОЛУЧЕНИИ ПРОДУКТОВ БИОСИНТЕЗА  

 

Идея совмещения биосинтеза с селективным извлечением внеклеточных инги-

биторов и продуктов непосредственно в ходе ферментации была предложена нами в 

начале 1980-х гг. [125, 127]. В качестве наиболее перспективного варианта рассмат-

ривался мембранный биореактор (МБР), который на тот момент уже был апробиро-

ван за рубежом в лабораторных условиях (см. раздел 1.2.2), и была показана воз-

можность резкого увеличения продуктивности биореактора в режиме непрерывного 

проточного биосинтеза за счет увеличения плотности популяции и снижения инги-

бирования процесса накапливаемыми метаболитами.  

Эксперименты как с использованием дрожжевых, так и бактериальных культур 

показали, что резкое падение проницаемости мембран (в разы и десятки раз), слож-

ности стерилизации мембранных модулей, ограничения в площади мембран, сводят 

на нет его преимущества. Для высокоинтенсивного аэробного биосинтеза, например, 

аминокислот МБР неэффективен вследствие массообменных ограничений в обеспе-

чении кислородом, возникающих при возрастании плотности популяции клеток 

микроорганизмов. Поэтому МБР оказался относительно эффективным лишь при по-

лучении продуктов брожения, в частности, этанола, молочной кислоты [126]. 

Как вариант реализации процесса с селективным отводом метаболитов нами 

было предложено исследовать ферментацию с рециклом определенных фракций 

культуральной жидкости, образуемых попутно с выделением и очисткой целевого 

продукта биосинтеза. Исследования, проведенные нами в период с 1985 по 1993 гг. с 

микробными продуцентами аминокислот Corynebacterium glutamicum 95, кормовых 

дрожжей Candida utilis, сточных вод гидролизно-дрожжевых производств показали, 

что возврат некоторых фракций культуральных жидкостей, полученных с помощью 

их разделения на ультрафильтрационных мембранах или на ионитах, и сбрасывае-

мых в качестве побочных стоков, позволяет не только уменьшить объем стоков, но и 

повысить скорость роста и биосинтеза, выход целевого продукта с единицы основ-

ного (углеродного) субстрата в ферментационном процессе на 10–15% [19-23]. Это 

повышение может с избытком компенсировать затраты на дополнительную обра-

ботку потока отработанной культуральной жидкости.  

Фракции культуральной жидкости, стимулирующие биосинтез, содержали тер-

молабильные и термостабильные вещества гликопротеиновой природы с молеку-

лярной массой 9 кД и 39 кД у C. utilis и 14 кД и 45 кД – у C. glutamicum. Cтимули-

рующий эффект экзометаболитов зависел от концентрации вносимых ауторегулято-
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ров, условий культивирования, состава среды роста и количества вносимого иноку-

лята. 

В общем случае фракции, стимулирующие рост и биосинтез, могут содержать 

половые феромоны, факторы спорообразования, дифференциации, лектины (факто-

ры агглютинации), автолиза и другие ауторегуляторы, играющие определенную 

роль в жизненном цикле микроорганизмов [1925]. 

В последующих подразделах данной главы приводятся результаты исследова-

ний двух вариантов совмещенных процессов: 1) с одновременным протеканием 

микробиологического синтеза и селективным извлечением внеклеточных ингибито-

ров и продуктов в мембранном биореакторе непосредственно в ходе ферментации; 

2) с одновременным протеканием микробиологического синтеза и оксидативным 

воздействием активных форм кислорода, а именно H2O2 или ультрафиолета ближне-

го диапазона спектра. 

 

5.1. Культивирование молочнокислых бактерий в МБР с целью получения  

молочной кислоты 

 

В данном разделе приводятся в обобщенном виде результаты исследований 

процесса микробиологического синтеза молочной кислоты с использованием мем-

бранного биореактора. Исследования были проведены в период с 2010 по 2018 гг. в 

связи с возрождающимся интересом отечественной биотехнологии к продуктам «зе-

леной химии» и промышленному получению органических кислот (молочной и дру-

гих) и биодеградируемых полимеров (в первую очередь полилактида). Работы про-

водились в рамках проекта Минобрнауки № 14.577.21.0037. Разрабатываемая в со-

ставе группы соисполнителей технология предусматривала получение нативного 

раствора (бесклеточной культуральной жидкости) лактата аммония из различных 

видов сахаросодержащего сырья (глюкозы, ее сиропов, глюкозно-фруктозных сиро-

пов, гидролизатов крахмала, гидролизатов мелассы) для последующего получения 

полилактида и/или других продуктов на основе молочной кислоты с максимальным 

выходом конечного продукта.  

Для разработки первой технологической стадии – микробиологического синте-

за молочной кислоты был проведен цикл исследований, включающих как традици-

онные подходы в подборе более рациональных условий культивирования продуцен-

тов, так и апробацию инновационных решений с использованием мембранного био-

реактора и контролируемого оксидативного воздействия. Было важно выяснить ос-

новные факторы, влияющие на показатели микробиологического синтеза при куль-

тивировании молочнокислых бактерий, отработать приемы поддержания высокой 
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физиологической активности культуры и режимы высокопроизводительного куль-

тивирования. 

Надо отметить, что культивирование в МБР не снижает объема сточных вод и 

поэтому непосредственно не может быть отнесено к экологически чистым решени-

ям. Однако, в рамках проведения процесса получения молочной кислоты с исполь-

зованием МБР экологически чистыми решениями могут быть: 1) культивирование в 

МБР без отвода избыточной биомассы продуцента, полностью удерживаемой в ра-

бочей зоне биореактора, что приводит к устранению количества твердых отходов в 

виде избыточной биомассы; 2) замена классической технологии с использованием 

CaCO3 на NH4OH для нейтрализации молочной кислоты и поддержания оптималь-

ного pH среды, что приводит к устранению большого количества образуемых твер-

дых отходов; 3) снижение расхода ростовых факторов, что может понизить содер-

жание остаточных компонентов питательной среды в отработанной культуральной 

жидкости, последующие затраты на выделение молочной кислоты и очистку сточ-

ных вод. 

Конкретные задачи исследований с продуцентами молочной кислоты включали: 

- выбор штаммов, отвечающих общим требованиям, предъявляемым к про-

мышленным штаммам-продуцентам молочной кислоты, и специфическим требова-

ниям, связанным с длительным культивированием в мембранном реакторе (отсут-

ствие синтеза вязких полисахаридов, отсутствие падения бродильной активности, 

расщепления штамма на варианты и лизиса культуры при длительной ферментации, 

способность противостоять контаминации в реальных условиях крупнотоннажного 

биотехнологического производства); общими в любом случае остаются требования 

гомоферментативности осуществляемого бактериями сбраживания углеводов, высо-

кая степень конверсии субстрата, высокий выход молочной кислоты, высокая про-

дуктивность биореактора, способность образовывать конкретный оптический изо-

мер молочной кислоты (в данном случае L-молочной кислоты) и непатогенность 

штамма-продуцента; 

- исследование влияния на показатели биосинтеза молочной кислоты таких 

факторов, как природа углеводного субстрата и его концентрация, концентрация 

биомассы, молочной кислоты, содержание минеральных компонентов питательной 

среды, источник и концентрация ростовых факторов, физико-химические параметры 

окружения (pH, температура, микроаэрация, скорость перемешивания, возможное 

воздействие активных форм кислорода, в частности пероксида водорода), способ 

подготовки инокулята, условия голодания продуцента, условия предобработки угле-

водного субстрата; 
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- сравнительный анализ изменения ростовых характеристик и биосинтетиче-

ской активности отобранных штаммов-продуцентов в различных режимах фермен-

тации; 

- апробация культивирования с контролируемым оксидативным воздействием; 

- подбор конструкции мембранного биореактора и условий работы мембранно-

го модуля (тип мембран, надмембранное давление, скорость прокачки ферментаци-

онной среды, требования к асептике, режимы мойки и промывки) и режимов куль-

тивирования (непрерывный или отъемно доливной, поддержание необходимого аг-

регатного состояния клеток штамма-продуцента для снижения забиваемости мем-

бран микробными клетками и повышения рабочей проницаемости мембран); 

- отработка методов культивирования и управления состоянием популяции мо-

лочнокислых бактерий, поддержания стабильности процесса биосинтеза и продук-

тивности биореактора на основе выявленных закономерностей; 

- оценка количества образуемых отходов. 

Для исследования в мембранном биореакторе был выбран тип установки с вы-

носным половолоконным ультрафильтрационным мембранным модулем, как наибо-

лее универсальный и позволяющий, при необходимости, увеличить размеры поло-

волоконного модуля или подключить в систему дополнительный модуль (см. раздел 

4.1.4). Данная конструкция установки позволяет вести как непрерывное культивиро-

вание с постоянным отбором пермеата, так и простое периодическое культивирова-

ние и культивирование с отъемом-доливом среды в условиях высокой концентрации 

биомассы. В последних случаях промывку ультрафильтрационного модуля возмож-

но осуществлять без остановки брожения в реакторе. 

 

5.1.1. Выбор штаммов-продуцентов 

 

Выбор штаммов проводился из набора лактобацилл на основе способности 

максимально полно использовать субстрат и накапливать существенные количества 

молочной кислоты на среде с глюкозой с высокой скоростью, быть устойчивыми к 

высоким концентрациям как глюкозы, так и молочной кислоты.  

Были протестированы 9 штаммов – потенциальных продуцентов молочной 

кислоты, приобретенных из Всероссийской коллекции промышленных микроорга-

низмов: L. lactis subsp. lactis B-3123, L. lactis subsp. lactis B-4421, Lactobacillus sp. B-

6242, Lactobacillus sp. B- 4488, Lactobacillus plantarum B-4174, Lactobacillus planta-

rum B-4175, Lactobacillus casei B-4486, Lactobacillus casei B-3489, Lactobacillus para-

casei subsp. paracasei B-4079. Все выбранные штаммы молочнокислых бактерий не 

являются патогенами человека и домашних животных. 
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По результатам скрининга штаммов на способность молочнокислых микроорга-

низмов к кислотообразованию в качестве наиболее перспективных были отобраны 

Lactococcus lactis subsp. lactis B 3123, Lactobacillus plantarum B 4174, Lactococcus lactis 

В 4236 (Streptococcus lactis 3905), Lactobacillus paracasei subsp. paracasei B-4079.  

Оценка ростовых и биосинтетических характеристик отобранных штаммов в 

микроаэрофильных условиях в лабораторных сосудах на базовой питательной среде 

с глюкозой с подтитровкой питательной среды показала преимущество штамма L. 

paracasei subsp. paracasei B-4079 по совокупности показателей. Данный штамм об-

ладал наибольшей удельной биосинтетической (бродильной) активностью, синтези-

ровал L-молочную кислоту с уровнем накопления не менее 100 г/л на среде с глюко-

зой с выходом до 95–97% от субстрата и продуктивностью биореактора в режиме 

периодического культивирования 3–5 г/л.ч, с минимальным накоплением побочных 

продуктов. Последнее важно на последующей стадии выделения молочной кислоты 

из культуральной жидкости. Штамм показал относительно невысокую чувствитель-

ность к снижению содержания ростовых факторов в питательной среде. При умень-

шении в 1,5–2 раза содержания дрожжевого экстракта в питательной среде для вы-

бранного штамма L. paracasei B-4079 значительных изменений в содержании побоч-

ных продуктов не происходило. По продуктивности штамм B-4079 не менее чем в 2 

раза превосходил остальные штаммы. 

Согласно паспортным характеристикам ВКПМ данный штамм был выделен из 

забродившего сока ботвы сахарной свеклы, обладает высокой устойчивостью (15%) 

к этанолу, не является генетически модифицированным. Штамм относится к микро-

организмам, непатогенным для человека, согласно классификации микроорганизмов 

по Санитарным правилам СП 1.3.2322-08. Работа со штаммом Lactobacillus paracasei 

subsp. paracasei B4079 не требует специальных мер предосторожности. 

Стабильность выбранного штамма, высокий выход целевого продукта (молоч-

ной кислоты) от субстрата, низкое содержание примесей, оптическая чистота мо-

лочной кислоты подтвердились в последующем результатами длительных пробегов 

в мембранном биореакторе. 

С отобранным штаммом L. paracasei subsp. paracasei B4079 была проведена се-

рия экспериментов по подбору наиболее подходящих условий роста и синтеза МК, 

прежде всего таких наиболее очевидных для ферментации, как физико-химические 

параметры окружения, условия аэрации, состав питательной среды. Также в ряде 

случаев для сравнительной оценки использовались штаммы Lactococcus lactis В 3123 

и Lactobacillus plantarum В 4174, Lactococcus lactis subsp. lactis B 4236. 
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5.1.2. Влияние условий культивирования на рост штамма-продуцента и 

синтез молочной кислоты 

 

Влияние температуры на ростовые характеристики 

Согласно паспортным данным, оптимальной температурой роста для L. paraca-

sei B4079 является 30
о
С. Однако по данным экспериментов, проведенных в колбах и 

планшетах на базовой питательной среде оптимальная температура роста для вы-

бранного штамма – 37°С. Снижение температуры культивирования с 37 до 30 
о
С 

приводит к падению скорости биосинтеза в среднем в 2 раза. Температура 40 
о
С яв-

ляется критической верхней. 

Влияние pH на ростовые характеристики и биосинтез молочной кислоты 

Наибольшая продуктивность биореактора по молочной кислоте и хороший рост 

культуры в лабораторном ферментере в периодическом режиме культивирования и с 

подтитровкой питательной среды наблюдаются при рН 6,0–6,5. Снижение pH до 5,6 

и повышение до 7,9 приводит к существенному падению скорости накопления МК.  

Влияние аэрации на ростовые характеристики и биосинтез молочной кислоты 

Результаты культивирования, проведенного в колбах с варьированием объема 

питательной среды и скорости оборотов платформы шейкера, а также в ферментере, 

показали, что наличие в среде кислорода не оказывает существенного влияния на 

рост продуцента: длительность лаг-фазы и начало экспоненциальной фазы для 

аэробных и анаэробных условий при росте на глюкозе совпадают, при этом в аэроб-

ных условиях накопление биомассы превышает накопление в анаэробных приблизи-

тельно в 1,7 раз. С другой стороны, скорость потребления глюкозы выше в анаэроб-

ных условиях. Наличие аэрации мало влияет на динамику роста культуры, но не-

сколько снижает скорость брожения и выход молочной кислоты.  

Скорость перемешивания среды в биореакторе должна обеспечивать пребыва-

ние культуры во взвешенном состоянии. Однако с технической точки зрения ско-

рость перемешивания более важна для быстрого равномерного распределения тит-

ранта в среде при подтитровке. Время перемешивания титранта не должно превы-

шать 1–2 мин, чтобы избежать чрезмерного накопления титрующего реагента и пре-

вышения предельного значения pH вблизи точки ввода титранта в среду. 

Влияние концентрации глюкозы 

При культивировании L. paracasei B4079 при увеличении концентрации глюко-

зы в среде со 110 до 200 г/л продуктивность биореактора снижается более чем в два 

раза, при этом выход молочной кислоты снижается с 91,8% до 84%.  

Влияние концентрации молочной кислоты 
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Отобранный штамм L. paracasei B4079 может расти при содержании молочной 

кислоты в среде до 170 г/л. Существенный прирост биомассы наблюдается вплоть 

до концентраций молочной кислоты 130–140 г/л, однако уже начиная с 30 г/л и вы-

ше молочная кислота угнетает рост биомассы. В среде с содержанием молочной 

кислоты 185 г/л роста культуры практически не наблюдалось.  

Таким образом, учитывая падение продуктивности с ростом концентрации глю-

козы и накоплением молочной кислоты в питательной среде и затраты на последую-

щее выделение молочной кислоты, целесобразно использовать питательную среду с 

исходной концентрацией глюкозы в интервале 100–120 г/л.  

Влияние концентрации биомассы  

В мембранном биореакторе продуктивность молочнокислого брожения должна 

увеличиваться с ростом содержания биомассы в среде. С целью проверки этого пред-

положения были проведены эксперименты с культивированием L. paracasei B4079 в 

условиях различной плотности бактериальной популяции.  

Суспензия биомассы отбиралась непосредственно из ферментера с экспоненци-

альной фазы роста, центрифугировалась в течение не более 10 мин. при 7000 об/мин. 

и ресуспендировалась в питательной среде. После ресуспендирования концентрация 

биомассы составляла от 20 до 60 ед. опт. плотности. Ресуспендированная биомасса 

помещалась в термостатируемый микробиореактор с подтитровкой питательной 

среды, и по ходу брожения отбирались пробы. По результатам определения накоп-

ленного количества молочной кислоты вычисляли продуктивность микробиореакто-

ра. Концентрирование клеток в 7 раз приводило к повышению средней продуктив-

ности по молочной кислоте примерно в 7,3 раза. По мере потребления субстрата 

продуктивность снижалась. Так, в первые 15 мин. продуктивность составила 151,2 

г/л*ч. По окончании брожения выход молочной кислоты составил 93,7% при 99% 

степени использования субстрата (глюкозы). 

Таким образом, высокая продуктивность биореактора (80 г/л*ч и более) может 

быть достигнута при поддержании в биореакторе повышенной концентрации физио-

логически активной биомассы (60–65 г/л). Такая возможность может быть обеспечена 

отводом бесклеточной среды с образующейся молочной кислотой из биореактора. 

Использование фильтрационного модуля для этих целей может быть ограничено в 

связи с тем, что образующаяся суспензия клеток достаточно густая и содержит повы-

шенное количество высокомолекулярных внеклеточных продуктов. Альтернативой 

мембранному концентрированию может служить сепарация или центрифугирование в 

проточной центрифуге. 

Влияние источника углеводного субстрата и его предобработки 
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Глюкоза и глюкозосодержащие субстраты наиболее легко сбраживаются мо-

лочнокислыми бактериями, и в базовом варианте, разработанным нами, рассматри-

ваются как основное сырье для получения молочной кислоты. Вместе с тем, стои-

мость глюкозы существенно выше сахарозосодержащих субстратов, таких как свек-

ловичная меласса.  

Эксперименты, проведенные со штаммами L. paracasei B4079 и L. plantarum 

В4174 на базовой среде с заменой глюкозы на сахарозу показали, что оба штамма 

могут сбраживать сахарозу в молочную кислоту, однако с гораздо меньшей скоро-

стью. У L. paracasei В 4079 скорость роста снижается более чем в 7 раз, длитель-

ность культивирования возрастает в 5 раз, соответственно продуктивность процесса 

молочнокислого брожения снижается приблизительно в 5 раз, а удельная активность 

биомассы снижается приблизительно в 14 раз. В среднем на 10% снижается выход 

молочной кислоты и повышается содержание остаточных сахаров в культуральной 

жидкости. Накопление биомассы для L. paracasei В 4079 существенно не падало по 

сравнению с ростом на среде с глюкозой. Аналогичные показатели биосинтеза 

наблюдались при культивировании на свекловичной мелассе.  

На питательной среде, содержащей смесь глюкозы и мелассы, глюкоза, как бо-

лее доступный субстрат, потреблялась в первую очередь. На кривой титрования бы-

ла заметна диауксия – результат остановки процесса брожения из-за перехода с од-

ного субстрата на другой. Наиболее вероятной причиной ухудшения продуктивно-

сти при росте на сахарозе или мелассе по сравнению с процессом на глюкозе являет-

ся низкая сахаразная активность культуры-продуцента. 

Тестовое культивирование с гидролизованной сахарозой или мелассой после 

предварительного химического высокотемпературного гидролиза в оптимальных 

условиях серной кислотой (0,2 М H2SO4, 112 
о
С, 60 мин, концентрация сахарозы в 

среде 250 г/л) привело к повышению скорости потребления редуцирующих веществ 

культурой молочнокислых бактерий. Смесь глюкозы и фруктозы, образующаяся из 

сахарозы в ходе химического гидролиза, потреблялась даже интенсивнее, чем при 

наличии в среде только чистой глюкозы.  

Результаты экспериментов показали, что химически гидролизованную мелассу 

можно использовать в качестве субстратов для штамма L. paracasei B4079 для полу-

чения молочной кислоты без значительного снижения основных показателей фер-

ментации и без внесения минеральных компонентов питания (солей калия и магния, 

фосфатов). Однако, подготовка питательной среды на основе мелассы потребует до-

полнительных операций – химического высокотемпературного гидролиза, нейтрали-

зации аммиаком или гашеной известью серной кислоты в гидролизате, отфильтро-

вывания образующегося осадка CaSO4, а также его утилизации. Наличие красящих 
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веществ в мелассе может затруднить последующую очистку молочной кислоты. 

Остаточное содержание кальция в питательной среде может оказывать негативное 

влияние на работу оборудования из-за отложения осадка на его внутренней поверх-

ности при дальнейшей обработке культуральной жидкости. В случае применения 

мембранного биореактора важно убедиться, что соли кальция не отлагаются на по-

верхности мембран. Все это может свести на нет преимущества мелассы как более 

дешевого сырья для получения молочной кислоты. 

Влияние концентрации и состава ростовых факторов 

Эксперименты показали, что по сравнению с дорогостоящим дрожжевым экс-

трактом использование иных источников органического азота и факторов роста, таких 

как кукурузный экстракт, кислотный гидролизат рисовых отрубей, гидролизатов сои, 

соевого белка, подсолнечного шрота, менее эффективно для биосинтеза молочной 

кислоты. Однако по сравнению с базовой прописью питательной среды использова-

ние отобранного штамма L. paracasei B4079 позволяет снизить содержание дрожже-

вого экстракта с 15 г/л до 10 г/л без существенных потерь в активности. Ферментация 

при концентрации дрожжевого экстракта 5 г/л также возможна, но с существенно 

меньшей скоростью. 

Анализ культуральной жидкости на содержание в ней органических кислот по-

казал, что для штамма L. paracasei B4079 значительных изменений при снижении 

содержания дрожжевого экстракта не происходит, в то время как при аналогичных 

условиях культивирования штамма L. plantarum В 4174 на среде с содержанием ДЭ 

10 г/л в культуральной жидкости обнаруживается уксусная кислота – до 3,3 г/л, что 

может неблагоприятно отразиться на последующей стадии выделения молочной 

кислоты из культуральной жидкости.  

Поскольку повышение количества ростовых факторов (концентрации дрожже-

вого экстракта) с 5 г/л до 15 г/л влияет в большей степени на скорость накопления 

биомассы, а не на ее выход или продуктивность биореактора, то снижение концен-

трации ростовых факторов в подаваемой среде при проведении молочнокислого 

брожения в мембранном биореакторе по меньшей мере в 3 раза от рекомендованно-

го количества (с 15 г/л до 5 г/л) не должно существенно сказываться на продуктив-

ности МБР. Данное обстоятельство важно для уменьшения расхода ростовых факто-

ров, а также содержания примесей в фильтрате культуральной жидкости и в получа-

емом полупродукте на стадии выделения молочной кислоты, и, как следствие, – для 

улучшения экономических показателей процесса. 

Качество дрожжевого экстракта существенно влияет на показатели биосинтеза. 

Так, при использовании вместо дрожжевого экстракта Springer 0251 (107, тип Д, 

ориентировочная цена при мелкотоннажной поставке около 20 евро/кг) более деше-
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вого дрожжевого экстракта китайского производства Mosinter Group Limited (ориен-

тировочная цена при мелкотоннажной поставке около 10 евро/кг) существенный 

прирост биомассы наблюдается лишь при концентрации последнего выше 12–15 г/л, 

что сводит на нет его ценовые преимущества. 

Молочнокислые бактерии могут использовать и пептон, что позволяет снизить 

себестоимость молочной кислоты, поскольку обычно пептон дешевле дрожжевого 

экстракта. Для продуцента L. paracasei B4079 приемлемый рост наблюдался уже при 

концентрации пептона в среде около 4 г/л. В сравнении с дрожжевым экстрактом, 

рост культуры на пептоне несколько хуже, тем не менее пептон вполне может заме-

нить дрожжевой экстракт в среде культивирования при сопоставимых расходах. 

По сравнению с использованием дрожжевого экстракта показатели роста и 

биосинтеза при использовании других источников ростовых факторов (гидролизаты 

соевой текстурированной муки и белков соевой муки, смесь соевых пептидов, сое-

вый соус, смесь кукурузных пептидов, куриный пептон, пептон рыбьей чешуи, под-

солнечный шрот, кормовые дрожжи) ниже. Из них наилучшие значения наблюдают-

ся на среде с гидролизатом соевой текстурированной муки, гидролизатом концентр-

ата белков и куриным пептоном. 

Сравнение хроматограмм образцов культуральной жидкости штамма L. paraca-

sei B4079 при культивировании с использованием в качестве источника азота дрож-

жевого экстракта, гидролизата соевой текстурированной муки и гидролизата соевого 

белкового концентрата показало, что при использовании соевых источников культу-

ральная жидкость имеет тот же компонентный состав, что и при использовании 

дрожжевого экстракта, однако в первом случае нецелевые компоненты содержатся в 

существенно меньших количествах, что важно для последующего выделения молоч-

ной кислоты. Кроме того, соевый гидролизат существенно дешевле, чем дрожжевой 

экстракт – рыночная стоимость соевого гидролизата находится в диапазоне от 1 до 3 

долл. США/кг, в то время как рыночная стоимость качественного дрожжевого экс-

тракта – от 10 до 30 долл. США/кг. 

Таким образом, наиболее подходящим источником аминного азота для роста 

молочнокислых бактерий является высококачественный дрожжевой экстракт, одна-

ко более дешевые соевые гидролизаты: гидролизат соевой текстурированной муки, 

полученной термобаромеханическим способом, и гидролизат концентрата белка сои, 

высушенный с использованием распылительной сушки, могут оказаться эффектив-

ной альтернативой. Использование соевых гидролизатов вместо дрожжевого экс-

тракта позволяет при несущественном снижении технологических показателей био-

синтеза снизить в несколько раз затраты на ростовые факторы, вносимые в пита-

тельную среду, и обеспечить конкурентное преимущество с точки зрения качества 
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получаемой молочной кислоты и себестоимости продукта. Поскольку продуктив-

ность мембранного биореактора может поддерживаться за счет механического по-

вышения концентрации биомассы, то замена дрожжевого экстракта на другие ис-

точники ростовых факторов в составе комплексных сред не должна сказываться 

критически на показателях ферментации. 

Использование более дешевого углеводсодержащего сырья, источников азота и 

ростовых факторов служат основой для улучшения технико-экономических показа-

телей стадии микробиологического синтеза при реализации технологии получения 

молочной кислоты в опытно-промышленном и промышленном масштабах. 

 

5.1.3. Непрерывное и отъемно-доливное культивирование штамма-

продуцента в мембранном биореакторе 

 

Целенаправленно поставленные эксперименты с измерением удельной физио-

логической активности и жизнеспособности клеток продуцента показали, что мак-

симум физиологической и биохимической активности культуры микроорганизмов в 

периодическом режиме ферментации приходится на середину экспоненциальной 

фазы
1
, тогда как максимальный титр клеток (КОЕ) достигается в начале стационар-

ной фазы. После исчерпания субстрата в среде наблюдается медленный лизис куль-

туры с постепенным снижением оптической плотности биомассы на протяжении, 

как минимум, 290 часов голодания, при этом показатель КОЕ падает существенно 

быстрее и снижается на несколько порядков. Самое быстрое падение наблюдается в 

отношении удельной бродильной активности биомассы. Критическим является го-

лодание клеток продуцента после исчерпания субстрата в течение 4 ч, после которо-

го бродильная активность лактобацилл начинает быстро падать. То, что удельная ак-

тивность биомассы снижается значительно раньше падения титра клеток, свидетель-

ствует об изменении физиологического и биохимического состояния культуры мик-

роорганизмов задолго до начала лизиса. 

В экспериментах с проточным культивированием продуцента L. paracasei 

B4079 в хемостатных условиях в лабораторном ферментере (рабочий объем 200 мл) 

при низкой скорости подачи среды (0,083 л/ч) степень конверсии глюкозы была 

                                                 
1
При измерении бродильной активности биомассу перед анализом центрифугировали 

в течение 10 мин при 6000 об/мин, отмывали, разводили в трис-глициновом буфере, содер-

жащим глюкозу и факторы роста, помещали в лабораторный микробиореактор с перемеши-

ванием среды при 37
о
С и далее определяли количество потребляемых углеводов в единицу 

времени, отнесенное к единице оптической плотности биомассы. Общее время подготовки 

биомассы при этом составляло не более 60 мин. 
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близка к 100% и соответствовала варианту периодического культивирования, при 

этом выход по молочной кислоте в среднем составлял 91% (рис. 5.1). При увеличе-

нии скорости подачи среды до 0,328 л/ч продуктивность реактора возрастала, однако 

при этом наблюдалось снижение степени потребления глюкозы до 61,2%, содержа-

ния молочной кислоты в культуральной жидкости на выходе из биореактора и по-

вышение остаточного содержания глюкозы. По мере повышения скорости подачи 

питательной среды продуктивность биореактора возрастала с замедлением с пред-

положительным достижением предельного максимального значения около 12 г/л*ч. 

Кроме того, в хемостатных условиях наблюдалось инфицирование содержимого 

биореактора, в основном дрожжами. 

Надо учесть, что в условиях хемостата с низкой скоростью разбавления среды, 

с одной стороны, наблюдается лимитирование скорости биосинтеза текущей кон-

центрацией субстрата, с другой, ингибирование биосинтеза накапливаемой молоч-

ной кислотой. Повышение же скорости разбавления приводит с снижению степени 

конверсии субстрата в молочную кислоту. 
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Рисунок 5.1 – Влияние скорости подачи (протока) питательной среды на пока-

затели ферментации в режиме непрерывного хемостатного культивирования молоч-

нокислых бактерий L. paracasei B4079. 

 

Вышеописанные опыты с быстрым концентрированием активно растущей био-

массы путем центрифугирования с последующем быстрым определением ее бродиль-

ной активности показали возможность достижения продуктивности 60–70 г/л.ч по мо-

лочной кислоте, поэтому в режиме с удержанием или рециклом клеток продуцента, 

как это реализуется в МБР, можно было ожидать существенного повышения сум-

марной скорости молочнокислого брожения по сравнению с хемостатным культиви-
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рованием. Однако для гарантированного обеспечения высокой продуктивности биоре-

акторов необходимо поддерживать высокую физиологическую активность культуры. С 

этой точки зрения существенные преимущества имеет мембранный биореактор, рабо-

тающий в циклическом отъемно-доливном режиме. 

Отъемно-доливной режим культивирования в МБР позволяет организовать не-

прерывный циклический процесс таким образом, чтобы избежать и лимитирования 

скорости биосинтеза субстратом, и ингибирования биосинтеза накапливаемой мо-

лочной кислотой. При циклическом порционном внесении исходной питательной 

среды голодание по субстрату и ингибирование высокой концентрацией молочной 

кислоты может наблюдаться лишь в течение короткого времени – непосредственно в 

конце цикла. Таким образом, при проведении биосинтеза в МБР в циклическом отъ-

емно-доливном режиме возможно не только достижение максимального содержания 

клеток продуцента, но и поддержание оптимального физиологического состояния, 

характеризующегося максимальной активностью популяции. Важно лишь исклю-

чить длительное голодание культуры, не допуская резкого отмирания бактериаль-

ных клеток в популяции. Субстратное голодание, превышающее 3–4 час, приводит к 

резкому необратимому снижению физиологической активности популяции, для вос-

становления которой необходимо «перезапустить» процесс, многократно снизив 

плотность клеток в популяции. 

Отмеченные особенности обосновали целесообразность использования цикли-

ческого отъемно-доливного режима культивирования в МБР, включающего следу-

ющие технологические этапы: 

– накопление биомассы в периодическом режиме в анаэробных условиях до 

момента исчерпания субстрата; 

– концентрирование биомассы с использованием ультрафильтрационного мо-

дуля в течение времени, не превышающего 2-х час, с отбором 60–75% внеклеточной 

ферментационной среды (пермеата мембранного разделения); 

– долив в реактор со сконцентрированной суспензией свежей питательной сре-

ды в объеме, эквивалентном отобранному фильтрату; 

– продолжение процесса в мембранном биореакторе в рабочем режиме с цикли-

ческим концентрированием бактериальных клеток в реакторе сразу же после полного 

сбраживания глюкозы (определяется после прекращения подтитровки среды раство-

ром аммиака) и последующим доливом свежей средой, в течение времени, при кото-

ром бродильная активность биомассы сохраняется на достаточно высоком уровне. 

Результаты предварительных экспериментов показали, что при концентрирова-

нии биомассы в течение 3 циклов сбраживания ее удельная активность меняется не-

значительно. 
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Последующие эксперименты в режиме циклического отъемно-доливного куль-

тивирования в мембранном биореакторе показали, что:  

– при длительном отъемно-доливном культивировании в режиме с полным ре-

циклом биомассы наблюдается рост концентрации жизнеспособных клеток от цикла 

к циклу, при этом для первых циклов культивирования продуктивность биореактора 

возрастает пропорционально. По мере увеличения количества циклов наступает ди-

намическое равновесие между приростом биомассы и лизисом уже накопленных 

клеток, при котором содержание клеток в ферментационной среде достигает макси-

мальной величины 35–40 г асб/л, и, как следствие, продуктивность биореактора. 

Равновесие нестабильно, обратимо и зависит от скорости подачи питательной среды 

в реактор, частоты циклов, длительности интервалов без подачи субстрата между 

циклами, доли отводимой бесклеточной среды в виде фильтрата в каждом цикле, со-

става питательной среды и физиологического состояния клеток продуцента. Реша-

ющим в обеспечении высокой продуктивности биореактора является достижение 

высокой концентрации биомассы в биореакторе при поддержании ее физиологиче-

ской активности; невозможно достичь высокого равновесного уровня биомассы в 

реакторе с низкой физиологической активностью клеток; 

– перерывы в обеспечении микробной культуры питательным субстратом долж-

ны быть не более 1 часа, в течение которого культуральная жидкость с микробной 

суспензией фильтруется; в этом случае, не наблюдается падения физиологической ак-

тивности клеток продуцента; 

– продуктивность реактора растет с повышением концентрации глюкозы в по-

даваемой среде с 30 до 120 г/л. При низких (30–40 г/л) и значительных (185 г/л) кон-

центрациях глюкозы в подпитке продуктивность биореактора снижается (рис. 5.2). 

Оптимальными в подпитке концентрациями глюкозы являются значения в интервале 

45–100 г/л. При концентрации глюкозы в подпитке 45 г/л, а дрожжевого экстракта 5 

г/л средняя продуктивность по молочной кислоте составляет 18,5 г/л*ч при выходе 

по молочной кислоте около 96 % и степени конверсии глюкозы около 100%; 

– при росте на глюкозе возможно достижение уровня накопления молочной 

кислоты 130–140 г/л, однако при существенно более низкой продуктивности мем-

бранного биореактора из-за ингибирования роста молочнокислых бактерий повы-

шенными концентрациями молочной кислоты; 

– процесс ферментации в отъемно-доливном режиме в МБР менее чувствите-

лен, по сравнению с периодическим процессом, к отклонениям в параметрах куль-

тивирования, в частности, к содержанию ростовых факторов. Так, не наблюдается 

снижения равновесной концентрации биомассы, биохимической активности культу-

ры и КОЕ, а также выхода МК и продуктивности биореактора после снижения кон-
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центрации дрожжевого экстракта в подпитке с 10 г/л до 5 г/л (рис. 5.2). Напротив, 

выход молочной кислоты и удельная продуктивность несколько увеличиваются, что 

свидетельствует в пользу достаточности 5 г/л ростовых факторов в среде в режиме 

культивирования в МБР и является одним из наиболее существенных его преиму-

ществ. Снижение содержания ростовых факторов по меньшей мере в 3 раза от коли-

чества в стандартной питательной среде (с 15 г/л до 5 г/л) важно для уменьшения 

содержания примесей в фильтрате культуральной жидкости и в получаемом  полу-

продукте на стадии выделения молочной кислоты, и, как следствие, – для улучше-

ния экономических показателей процесса. Критичным является содержание дрож-

жевого экстракта в подаваемой среде 2,5 г/л; 
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Рисунок 5.2 – Продуктивность молочнокислого брожения в МБР при различ-

ном составе подаваемой питательной среды.  

 

– не наблюдается явных признаков инфицирования культуры посторонней 

микрофлорой, культура остается морфологически однородной. Таким образом, мо-

лочнокислые бактерии L. paracasei в разрабатываемых условиях культивирования 

довольно устойчивы к инфицированию процесса посторонней микрофлорой, осо-

бенно в условиях высокой концентрации углеводного субстрата и образуемой мо-

лочной кислоты; 

– при отклонении выше предельных значений последующий возврат к опти-

мальным параметрам не приводит к восстановлению высокой физиологической ак-

тивности популяции. Для ее восстановления необходимо запускать весь процесс 

культивирования заново, уменьшая содержание биомассы до начальных значений, 

соответствующих таковым при исходном засеве биореактора; 
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– при старте процесса штамм L. paracasei B4079 может синтезировать внекле-

точные полимеры, затрудняющие эксплуатацию мембранного фильтра, однако уже 

после первых 5–10 циклов отъема-долива среды синтез экзополимеров прекращает-

ся и стабильность процесса фильтрации восстанавливается.  

Продуктивность биореактора может снижаться с увеличением возраста культу-

ры. Одним из вариантов решения этой проблемы может быть обновление популяции 

продуцента за счет удаления части культуральной жидкости, содержащей в своем 

составе клетки и продукты их метаболизма. Эксперименты показали, что «омолажи-

вание» культуры путем удаления 1/14 и менее рабочего объема культуральной жид-

кости вместе с клетками в сутки при концентрации последних в питательной среде 

не более 10 г/л не приводит к изменению показателей процесса. Удаление же 1/7 ча-

сти рабочего объема культуральной жидкости вместе с клетками в сутки временно 

снижает продуктивность вследствие уменьшения содержания биомассы в рабочей 

зоне биореактора, при этом часть глюкозы, по-видимому, тратится на конструктив-

ный обмен для возмещения убыли биомассы. 

Когда биомасса «молодая» и регулярно снабжается субстратом, она имеет до-

статочно высокую удельную физиологическую активность, при этом продуктив-

ность биореактора повышается с возрастанием ее концентрации в биореакторе. По-

сле длительного голодания начинает наблюдаться лизис клеток, культура стареет, 

поэтому механическое увеличение концентрации биомассы в биореакторе не приво-

дит к повышению продуктивности. Таким образом, очень важно исключить в режи-

ме отъемно-доливного культивирования длительное голодание культуры, не допус-

кая резкого отмирания бактериальных клеток в популяции.  

Важным моментом при проведении культивирования в МБР является кон-

струкция мембранного модуля, выбор мембран и режимы фильтрации. 

Наиболее значимыми параметрами, влияющими на показатели работы мем-

бран, являются: тип мембран, материал мембран, размер пор мембран, условия 

фильтрации: давление, температура, pH, концентрация биомассы в фильтруемой 

среде, скорость прокачки жидкости в надмембранном пространстве, режимы мойки 

и промывки мембранного модуля в составе МБР. 

Имеется ряд рекомендаций по выбору типа мембран и режимов эксплуатации 

мембранных модулей. 

Конструкция модуля и тип мембран должны обеспечивать достаточную и ста-

бильную проницаемость мембран, невысокую забиваемость их поверхности, полное 

удержание бактериальных клеток. Режим фильтрации должен быть периодическим 

при работе в составе МБР, что обусловлено отъемно-доливным культивированием. 

Поскольку мембраны работают в составе мембранного биореактора, они должны 
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подвергаться регулярной мойке щелочными и кислыми растворами и выдерживать 

химическую стерилизацию во избежание появления посторонней микрофлоры и 

контаминации ферментационного пространства. Это обусловливает с учетом требо-

ваний компактности, невысокой доли свободного пространства в рабочей зоне мо-

дуля, удобства в эксплуатации в сочетании с биореактором выбор в пользу выносно-

го модуля с половолоконными мембранными элементами.  

Согласно общепринятым рекомендациям для стабильной работы мембран ско-

рость потока в надмембранном пространстве в зависимости от конкретных условий 

должна поддерживаться в диапазоне от 0,2 до 2 м/с. Однако слишком высокие ско-

рости циркуляции жидкости и надмембранного потока могут повреждать клетки 

микроорганизмов и снижать их физиологическую активность. Ввиду данного огра-

ничения целесообразно поддерживать скорости движения жидкости в надмембран-

ном пространстве не выше 0,5 м/с.  

Наиболее распространенным материалом половолоконных мембран, присут-

ствующих на зарубежном и отечественном рынке, является полисульфон. Отече-

ственные мембраны из полисульфона ВПУ-ПС имеют пределы отсечения 50, 100, 

300 и 500 кДа (ВПУ-50ПС, ВПУ-100ПС, ВПУ-300ПС, ВПУ-500ПС). 

С точки зрения производительности в наибольшей степени подходят мембраны 

ВПУ-500ПС, однако учитывая, что уменьшение предела отсечения ведет к увеличе-

нию количества задерживаемых мембраной высокомолекулярных примесей, что 

важно для последующей очистки молочной кислоты, в экспериментальных исследо-

ваниях нами были использованы мембраны ВПУ-300ПС. С этими мембранами были 

изготовлены половолоконные модули оптимального размера и подобраны режимы 

фильтрации культуральной жидкости с молочнокислыми бактериями. При средней 

проницаемости фильтра 15 л/ м
2
.ч, рабочей поверхности мембран 0,1 м

2
 время филь-

трации 50% культуральной жидкости в составе МБР с рабочим объемом 3 л состав-

ляло не более 60 мин, в среднем 30 мин.  

В отъемно-доливном режиме в ходе цикла фильтрации концентрация клеток в 

ферментационной среде может достигать 40 г/л по сухой бактериальной биомассе и 

повышаться в 2–3 раза в процессе отъема бесклеточной среды. При этом по мере по-

вышения концентрации клеток, проницаемость мембран падает. Ввиду чрезмерного 

повышения вязкости бактериальной суспензии при концентрации выше 100 г/л и 

возможности забивки половолоконного модуля бактериальными клетками, целесо-

образно ограничиться фильтрацией до концентрации биомассы в суспензии 100 г/л. 

Для регенерации мембран 1%-ным р-ром NaOH достаточно 1 часа. После хи-

мической мойки регенерации мембран обработкой 1%-ым раствором NaOH не тре-

буется по меньшей мере в течение 40 циклов культивирования. Апробация режимов 
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мойки и регенерации показала, что цикл регенерации вода – 1%-ый раствор щелочи 

– вода – 3%-ый раствор пероксид водорода – вода позволяет длительно эксплуати-

ровать фильтр. 

Оценочные расчеты требуемой площади рабочей поверхности мембран, вы-

полненные на основе полученных данных, показали, что при работе МБР в режиме 

ферментация-фильтрация, содержании молочной кислоты на выходе 100 г/л, време-

ни сбраживания субстрата – 3 ч, времени фильтрации – 1 ч, откачивании за цикл 

фильтрации 80% бесклеточной культуральной жидкости, и, таким образом, средней 

продуктивности биореактора 20 г/л.ч, для производства молочной кислоты мощно-

стью 1300 т по потребляемой глюкозе потребуется 10 мембранных модулей с мем-

бранами типа ВПУ-300ПС, каждый с поверхностью мембран 50 м
2
, с суммарной по-

верхностью 500 м
2
. На отечественном рынке модули с такими характеристиками 

предлагаются зарубежными фирмами, в частности, типа Aria AP−2 фирмы Pall с по-

верхностью мембран 50 м
2
 с габаритными размерами – диаметр 15 см, длина 200 см, 

однако они предназначены, главным образом, для системы водоочистки.  

С учетом полученных данных по биосинтезу молочной кислоты в мембранном 

биореакторе был подготовлен и проведен длительный пробег с культивированием L. 

paracasei B4079 в лабораторном биореакторе Minifors (INFORS, Швейцария) с рабо-

чим объемом среды 1,5–3 л, оснащенным мембранным проловолоконным модулем с 

мембранами ВПУ-300ПС с рабочей поверхностью мембран 0,1 м
2
. Культивирование 

велось без остановки процесса при принудительном концентрировании биомассы и 

без ее отвода из биореактора.  

Лабораторный пробег подразделялся на три этапа.  

ЭТАП 1. На первом этапе в ферментер внесли 2600 мл стерильной питательной 

среды с концентрацией глюкозы 50 г/л, дрожжевого экстракта 10 г/л, минеральных 

солей – в соответствии со стандартной прописью, а также 300 мл инокулята односу-

точной культуры, полученной на качалочных колбах. Подтитровку вели раствором 

концентрированного аммиака, величину pH поддерживали близкой к 6,5, температу-

ру культивирования – близкой к 37 
о
С. Скорость перемешивания содержимого био-

реактора – 150 об/мин. Процесс велся в периодическом режиме. В конце этого этапа 

концентрация клеток в среде достигла 5,5 г/л, продуктивность возросла до 9,1 г/л*ч 

при 98,7%-ой степени конверсии глюкозы и выходом 94,5% по молочной кислоте. 

ЭТАП 2. На втором этапе вели непрерывное культивирование L. paracasei с от-

бором фильтрата через мембрану с постепенным увеличением скорости протока (со-

держание глюкозы в подаваемой среде – 40 г/л, содержание дрожжевого экстракта 5 

г/л). Рабочий объем среды в биореакторе поддерживался на уровне 2700 мл. Эти 

условия позволили увеличить длительность экспоненциальной фазы, при которой 
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наблюдается максимальная продуктивность. Общее количество поданной в биореак-

тор среды в данном режиме культивирования составило около 6000 мл. К концу вто-

рого этапа на выходе установилась концентрация биомассы около 7,3 г/л, а молоч-

ной кислоты 38,2 г/л. Степень конверсии глюкозы в молочную кислоту составила 

95–98%. 

ЭТАП 3. На третьем этапе лабораторный пробег вели в циклическом отъемно-

доливном режиме с концентрированием биомассы через мембраны, внесением под-

питки до рабочего объема среды в ферментере, последующим культивированием до 

момента окончания титрования концентрированным раствором аммиака. По окон-

чании титрования вновь проводили концентрирование биомассы фильтрацией через 

мембрану, вносили подпитку с последующей ферментацией и т.д. 

Для концентрирования биомассы использовался тот же половолоконный мо-

дуль, промытый дистиллированной водой от остатков среды с клетками после за-

вершения второго этапа лабораторного пробега. 

По ходу пробега варьировали входные параметры для изучения влияния усло-

вий культивирования на показатели ферментации и нахождения наиболее подходя-

щих условий ферментации. Типичный рабочий объем среды в биореакторе до кон-

центрирования биомассы составлял 1500 мл, степень концентрирования суспензии 

биомассы в составе культуральной жидкости в процессе фильтрации в конце каждо-

го цикла – 4±1. Типичная концентрация глюкозы в подпитке составляла от 10,0% 

масс. до 12,5% масс., содержание дрожжевого экстракта – от 5 до 15 г/л, К2НРО4 – 2 

г/л, MgSO4 – 0,1 г/л, MnSO4 – 0,05 г/л, pH поддерживался на уровне 6,3–6,5. Переры-

вы в подаче субстрата в отъемно-доливном режиме культивирования, а именно во 

время фильтрации культуральной жидкости через мембранный модуль на всем про-

тяжении пробега не превышали 2 ч. 

Весь безостановочный пробег был проведен в течение 18 суток. 

На рис. 5.3 и 5.4 приведены суммарные данные по изменению продуктивности 

(по накоплению молочной кислоты), концентрации биомассы и молочной кислоты 

на протяжении всех 18 сут опытного пробега, в течение которых был проведен 131 

цикл отъема-долива. Варьирование входных параметров биосинтеза в течение про-

бега показало следующее: 

– мембранный биореактор в режиме отъема-долива питательной среды функ-

ционировал стабильно и позволил в данном режиме изучить влияние на биосинтез 

молочной кислоты отклонений условий культивирования от оптимальных; 

– концентрация биомассы в биореакторе держалась на определенном равно-

весном уровне, при этом снижение физиологической активности клеток приводило к 

их частичному лизису, поэтому решающим в обеспечении высокой продуктивности 
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биореактора является достижение высокой концентрации биомассы в биореакторе, 

что тесно связано с повышением удельной физиологической активности биомассы, 

т.е. невозможно достичь высокого равновесного уровня биомассы в реакторе с низ-

кой физиологической активностью клеток; 

– увеличение концентрации глюкозы в подпитке до 125 г/л, т.е. выше опти-

мальной 100–110 г/л, приводит к некоторому снижению продуктивности реактора, 

уровня накопления молочной кислоты и повышению содержания глюкозы в выход-

ном потоке; выход МК от количества потребленного субстрата при этом практиче-

ски не меняется; 

– снижение содержания дрожжевого экстракта в составе подпитки с 15 г/л до 5 

г/л не приводит к существенному изменению концентрации биомассы и продуктив-

ности реактора; снижение концентрации ростовых факторов до 2,5 г/л в конце лабо-

раторного пробега привело к повышению выхода молочной кислоты от глюкозы по-

чти до 100%, однако одновременно резко понизилась продуктивность биореактора, 

которую, в дальнейшем, уже не удалось восстановить при повторном увеличении 

концентрации ростовых факторов; 

– повышение температуры с 30 
о
С (поддерживалась в начале лабораторного 

пробега) до 37 
о
С не привело к значительному увеличению концентрации биомассы, 

однако продуктивность реактора увеличилась в 1,9 раз. Средняя удельная продук-

тивность увеличилась в 1,5 раз и составила 1,0 г/ ед.опт.пл.*ч; выход молочной кис-

лоты от глюкозы при этом повысился в среднем до 95,7%. При повышении темпера-

туры до 41 
о
С продуктивность биореактора падает; 

– снижение рН среды в реакторе с 6,5 до 5,5 привело к резкому снижению его 

продуктивности; 

– разовое внесение пероксида водорода в ферментационную среду в концен-

трации 200 мг/л не привело к изменению продуктивности биореактора; 

– в максимально благоприятных условиях (концентрация глюкозы 100 г/л, 

дрожжевого экстракта 5 г/л, температура 37 
о
С) в равновесном состоянии оптиче-

ская плотность суспензии достигает 35–40 опт. ед. (25–28 г асб/л), средняя удельная 

продуктивность по молочной кислоте – 1,2–1,3 г/ед.опт.пл.*ч, суммарная продуктив-

ность по молочной кислоте 45–48 г/л*ч; 

– дальнейшее повышение продуктивности биореактора ограничивается техни-

ческими препятствиями из-за ограничения в скорости фильтрации. Увеличение ско-

рости фильтрации за счет увеличения поверхности мембран в мембранном модуле 

может привести к существенному повышению мертвой, нерабочей зоны установки, 

некоторому снижению физиологической активности клеток продуцента за счет уве-

личения габаритов модуля и межмембранного пространства в модуле. Поэтому пре-
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дельным для установки является поддержание скорости протока среды в мембран-

ном биореакторе не выше 0,67 ч
-1

, при которой может быть достигнута продуктив-

ность биореактора до 50 г/л*ч; 

– какого-либо существенного падения производительности мембран в фазе 

фильтрации не наблюдалось, поэтому регенерировать мембраны не потребовалось; 

– инфицирования ферментационной среды посторонней микрофлорой не 

наблюдалось, культура была морфологически однородна. 

Среднее содержание молочной кислоты в полученном пермеате по результатам 

лабораторного пробега составило 102,1 г/л, выход молочной кислоты с единицы суб-

страта 95%, оптическая чистота молочной кислоты во всех образцах – не менее 98 %. 

Остаточное содержание глюкозы в фильтрате по окончании цикла, как правило, не 

превышало 1 г/л, что важно для обеспечения высокой степени конверсии глюкозы в 

молочную кислоту и для последующего ее выделения. В качестве основных побочных 

продуктов были идентифицированы органические кислоты (лимонная, уксусная) – не 

более 1,2 г/л, аминный азот – не более 0,07 г/л. При таком количестве вышеуказанных 

побочных продуктов обеспечивается высокий выход молочной кислоты на последу-

ющих стадиях ее очистки и синтеза полилактида, а суммарное количество загрязне-

ний, образующихся на стадии биосинтеза при оптимальных условиях культивирова-

ния (5 г/л ДЭ, 37
о
С) по содержанию азота, поступающего в сточные воды (в пересчете 

на аммонийный азот), не превысит 0,3 г/кг получаемой молочной кислоты. 

Таким образом, отъемно-доливной режим позволяет существенно увеличить 

продуктивность биореактора по сравнению с обычным одноступенчатым периоди-

ческим процессом, периодическим культивированием с подпиткой, непрерывным 

хемостатным или проточным в мембранном биореакторе, культивированием с им-

мобилизованными клетками. Процесс можно вести без отвода накапливаемой избы-

точной биомассы – несколько недель и более при условии поддержания высокой 

концентрации физиологически активной биомассы, отсутствия голодания культуры 

при остановках длительностью более 2 час на фильтрацию и отвод молочной кисло-

ты из биореактора вместе с бесклеточной культуральной жидкостью, при продук-

тивности до 50 г/л.ч, превышающей продуктивность обычных реакторов в 5–10 раз, 

при содержании молочной кислоты 100 г/л, степени конверсии глюкозы в молочную 

кислоту 95–97%, снижении расходов на ростовые факторы в 3 раза по сравнению со 

стандартными прописями. Снижение концентрации дорогостоящих ростовых фак-

торов в подаваемой питательной среде с 15 г/л до 5 г/л особенно важно для умень-

шения затрат на биосинтез МК, снижения содержания примесей в фильтрате куль-

туральной жидкости и в получаемом полупродукте на стадии выделения молочной 

кислоты, и, как следствие, – для улучшения экономических показателей процесса и 

достижения конкурентоспособной цены – не выше 400–500 EUR за тонну МК.  
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Рисунок 5.3 – Изменение продуктивности биореактора (по накоплению молочной кислоты) и концентрации био-

массы (по ОП) в процессе отъемно доливного культивирования в течение 18 сут. 
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Рисунок 5.4 – Изменение продуктивности биореактора (по накоплению молочной кислоты) и концентрации молочной 

кислоты в фильтрате по окончании цикла в процессе отъемно доливного культивирования в течение 18 сут. 
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Таблица 5.1 – Сравнение показателей биосинтеза с использованием различных методов культивирования 

Режим ферментации Длитель-

ность куль-

тивирования 

или гидрав-

лическое 

время пре-

бывания 

среды, час 

Концентра-

ция глюкозы 

в подавае-

мой пита-

тельной сре-

де,  

г/л 

Концен-

трация 

молочной 

кислоты, 

г/л 

Накопление 

биомассы,  

г/л 

Остаточное 

содержание 

глюкозы в 

выходной 

среде,  

г/л 

Степень по-

требления 

глюкозы,  

% 

Конверсия 

глюкозы в 

молочную 

кислоту,  

% 

Продуктив-

ность, г/л/ч
 

 

Содержа-

ние и тип 

ростовых 

факторов в 

питатель-

ной среде,  

г/л 

Источник 

литературы 

Периодический про-

цесс, L. paracasei 

17–20 100 93–95 4.0–4.3 1.0–3.0 97–99 93–95 5.0–5.9 15 дэ* 
Показатели 

по результа-

там работы 

33 110 108 3.5 0.5 99.5 98.2 3.3 5 дэ 

250 200 166.5 5.0 1.7 99.2 83.3 0.67 15 дэ 

Непрерывный в мем-

бранном биореакторе 

с полным рециклом 

клеток продуцента L. 

paracasei 

33 120 97.9 8.7 <0.1 99.9 81.6 3.0 15 дэ 

Показатели 

по результа-

там работы 

25 120 103 9.0 6.5 94.6 85.8 4.1 15 дэ 

8 120 48.3 11.0 61.8 48.5 40.3 6.0 15 дэ 

Циклический отъем-

но-доливной в мем-

бранном биореакторе 

с полным рециклом 

клеток продуцента L. 

paracasei  

3.6 

(средняя) 

2.2 

(минима-

льная) 

110 104.2 

(средняя) 

29.0 

(средняя) 

<1 99.1 94.7 32.1 (сред-

няя) 

46,8 (мак-

симальная 

по молоч-

ной к-те) 

5 дэ 

Показатели 

по результа-

там работы 

UASB-реактор, 

консорциум микроор-

ганизмов 

8 22 20.5  0.5 97.7 93 2.6 3 дэ 

[1354] 0.5 22 19  2 90.9 86 38 3 дэ 

0.17 22 11.5  8 63.6 52 67 3 дэ 

Непрерывный в мем-

бранном биореакторе 

с полным рециклом 

клеток продуцента L. 

paracasei 

2.5 100 79  5 95 79 31.5 13.3 дэ + 

13.3 пеп** 

[139] 

Периодический про-

цесс, L. paracasei 

50 180 179    99.5 3.85 15 дэ +  

10 пеп 
[1309] 

* – дрожжевой экстракт; ** – пептон 
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По сравнению с обычным периодическим процессом отъемно-доливной био-

синтез в мембранном биореакторе приводит к снижению установленного объема 

оборудования, снижению потерь субстрата, увеличению выхода молочной кисло-

ты, упрощает поддержание асептических условий и доминирование культуры в 

мембранном биореакторе, поскольку используется уже накопленная биомасса. 

Устойчивость процесса к инфицированию посторонней микрофлорой обусловлена 

также высокими концентрациями субстрата, поддерживаемыми в начале каждого 

цикла, и высокими концентрациями молочной кислоты, достигаемыми в конце 

каждого цикла. 

Разработанный метод отъемно-доливного культивирования имеет важные 

экологические преимущества. Количество образуемой избыточной биомассы со-

ставляет не более 4,5 г/кг молочной кислоты, что ниже в 10 раз по сравнению с 

традиционным методом периодического культивирования при полном отсутствии 

гипса как отхода. В оптимальных условиях в образующейся культуральной жидко-

сти с молочной кислотой содержится суммарно не более 2,5 г/л побочных продук-

тов биосинтеза. Единственными существенными отходами стадии ферментации 

будут отработанные моющие и промывные растворы, образуемые с периодично-

стью не чаще 1 раза в 2–4 недели в объеме не более 5 м
3
/м

3
 объема ферментера или 

ориентировочно не более 0,5 м
3
 сточной воды в виде отработанных моющих и 

промывных растворов на 1 т молочной кислоты. 

Суммарное количество загрязнений, образуемых на стадии биосинтеза, оце-

ночно составляет: 

- по ХПК – не более 30 г/кг получаемой молочной кислоты; 

- по азоту (в пересчете на аммонийный азот) – 0,3 г/кг получаемой молочной 

кислоты. 

По сравнению с традиционным в разработанном методе количество образуе-

мых отходов на стадии биосинтеза ниже:  

– по твердым отходам – в 170 раз; 

– по образуемой избыточной биомассе – в 10 раз; 

– по аммонийному азоту, фосфатам, ХПК, минеральным солям – в 25–30 раз. 

В мембранном биореакторе в устойчивом режиме отъемно-доливного культи-

вирования и при полном рецикле биомассы микроэволюция в популяции молочно-

кислых бактерий идет в сторону повышения подуктивности биореактора и увели-

чения конечного уровня накопления молочной кислоты, повышения степени кон-

версии глюкозы в молочную кислоту при существенной экономии ростовых фак-

торов, без явной контаминации оборудования и без образования вторичных отхо-

дов в виде избыточной биомассы на стадии ферментации. Также следует отметить, 
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что при длительном отъемно-доливном культивировании не наблюдалось увеличе-

ния вязкости культуральной жидкости. Напротив, длительное нахождение популя-

ции при таком режиме культивирования привело к снижению вязкости суспензии, 

мембраны не забивались клетками и высокомолекулярными продуктами их жизне-

деятельности, а проницаемость мембран оставалась на стабильном рабочем уровне. 

Такие микроэволюционные процессы крайне благоприятны для достижения высо-

ких выходных показателей культивирования, однако важно при этом все время 

поддерживать популяцию в относительно устойчивом состоянии. 

Недостатками процесса ферментации в отъемно-доливном режиме в МБР яв-

ляются более высокие требования к системе регулирования и автоматизации для со-

блюдения режима отъема-долива, относительная чувствительность к предельным 

отклонениям в параметрах культивирования, в частности, к содержанию ростовых 

факторов, а также к перерывам в культивировании из-за наличия процедуры филь-

трации, которые не должны превышать 2–3 час. При отклонении выше предельных 

значений последующий возврат к оптимальным параметрам не приводит к восста-

новлению высокой физиологической активности популяции, т.е., выражаясь языком 

теории бифуркаций, в режиме высокой физиологической активности система нахо-

дится в относительно устойчивом состоянии, при выходе из которого она уже неспо-

собна обратимо вернуться в это состояние. Для ее восстановления необходимо за-

пускать весь процесс культивирования заново, уменьшая содержание биомассы до 

начальных значений, соответствующих таковым при исходном засеве биореактора. 

В табл. 1 приведено сопоставление достигнутых по разработанному варианту 

культивирования показателей биосинтеза с наилучшими показателями, найденны-

ми по зарубежным литературным источникам. 

По данным зарубежных источников, наиболее высокое содержание молочной 

кислоты в постферментационной среде достигнуто в периодическом процессе на 

глюкозе с использованием штамма L. paracasei – до 179 г/л [1309]. Однако по та-

ким показателям, как продуктивность и расход ростовых факторов он существенно 

уступает разработанному нами. В непрерывном процессе культивирования L. para-

casei на глюкозе в мембранном биореакторе с полным рециклом клеток, разрабо-

танным Xu G-Q и др. [139], достигнута продуктивность 31,5 г/л*ч, близкая к про-

дуктивности процесса, разработанного нами. Однако в первом случае наблюдаются 

существенно меньшие концентрации молочной кислоты в постферментационной 

среде (79 г/л), меньший выход молочной кислоты с единицы субстрата при более 

высоком содержании ростовых факторов в исходной питательной среде. В пер-

спективном процессе с использованием UASB реактора, разработанном Kim D-H и 

др. [1354], достигнута высокая продуктивность (67 г/л) при низком расходе росто-
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вых факторов, однако в этом случае концентрация молочной кислоты в постфер-

ментационной среде невысокая (11,5 г/л), выход молочной кислоты от субстрата 

около 52% и высоко остаточное содержание глюкозы (до 8 г/л). 

Таким образом, по совокупности показателей разработанный отъемно-

доливной метод культивирования в мембранном биореакторе для получения мо-

лочной кислоты из глюкозы превышает существующие решения.  

В сводной табл. 5.2 приведены возможные пути совершенствования техноло-

гии микробиологического получения молочной кислоты, вытекающие из результа-

тов работы с учетом результатов, изложенных ниже в разделе 5.2.4. 

На основе достигнутых результатов были разработаны: 

1. Лабораторный регламент на процесс микробиологического (биокаталитиче-

ского) получения молочной кислоты в виде раствора лактата аммония для после-

дующего получения полилактида. Регламент составлен на производство лабора-

торных партий и образцов молочной кислоты в виде раствора лактата аммония из 

сахаросодержащего сырья на кафедре биотехнологии Российского химико-

технологического университета им. Д.И. Менделеева на лабораторной установке 

«Мембранный биокаталитический реактор» РХТУ.066659.681.000. Молочная кис-

лота в виде постферментационной среды (бесклеточной культуральной жидкости), 

произведенная по настоящему регламенту, предназначена для последующего про-

ведения лабораторных испытаний, стадий очистки и выделения молочной кислоты 

в виде бутиллактата и получения полилактида. 

2. Проект технического задания на проведение ОКР по теме: «Создание опыт-

ного образца установки производства полилактида (мощностью не менее 1300 тонн 

в год по потребляемой глюкозе) по комплексной технологии, базирующейся на мо-

лочной кислоте (в виде лактата аммония), полученной биокаталитической перера-

боткой сахаросодержащего сырья». 

3. Разовый технологический регламент и базовая схема технологического 

процесса на получение L-молочной кислоты в виде лактата аммония в составе 

постферментационной среды (бесклеточной культуральной жидкости, КЖ) мето-

дом микробиологического синтеза с использованием бактериального штамма Lac-

tobacillus casei subsp. paracasei ВКПМ B 4079 из различных видов глюкозосодер-

жащего сырья для последующего производства L-молочной кислоты полимерного 

качества на опытной установке, мощностью не менее 1300 тонн в год по потребля-

емой глюкозе. Получаемая бесклеточная КЖ предназначена для последующего вы-

деления молочной кислоты (в виде бутиллактата), получения лактида и полилакти-

да в количестве 500 т/год по полилактиду. 
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Таблица 5.2 – Пути повышения экономической и экологической эффективно-

сти микробиологического получения молочной кислоты 

Пути достижения Достигнутые 

показатели 

За счет чего может быть достигнуто 

Увеличение выхода 

молочной кислоты 

Повышение с 85–

90% до 90–95% 

Снижение расхода субстрата на синтез биомас-

сы, использование контролируемого оксидатив-

ного стресса. 

Увеличение продук-

тивности биореак-

тора 

Повышение про-

дуктивности с 4–5 

г/л.ч до 40–60 г/л.ч 

– подобран перспективный штамм-продуцент 

(L. paracasei B4079); 

– повышение плотности популяции в рабочем 

пространстве биореактора в 4–6 раз; 

– подобраны оптимальные и устойчивые режи-

мы культивирования в МБР; 

– повышена рабочая концентрация субстрата 

(углеводов) в питательной среде до 110 г/л. 

Повышение и обес-

печение стабильно-

сти проницаемости 

мембран в МБР 

Поддержание рабо-

чей проницаемости 

мембран на уровне 

20–30 л/м2.ч 

– подобраны мембраны (полое волокно, мате-

риал полисульфон, предел отсечения 100–300 

кДа); 

– поддержание надмембранной скорости филь-

труемой культуральной жидкости не менее 0,1 

м/с; 

– снижение синтеза внеклеточных полисахари-

дов штаммом-продуцентом. 

Снижение затрат на 

углеводное сырье 

Определяется те-

кущей стоимостью 

зерна и других ис-

точников углеводов 

Использование вместо глюкозы гидролизатов 

мелассы, глюкозно-фруктозных сиропов, крах-

мальных гидролизатов, сусла спиртового про-

изводства. 

Снижение затрат на 

ростовые факторы, 

минеральные ком-

поненты 

Снижение затрат с 

1000–1500 Eur/т 

МК до 900 Eur/т 

МК с перспективой 

снижения до 600–

800 Eur/т МК 

– оптимизация состава питательной среды; 

– снижение расхода ростовых факторов на син-

тез биомассы в мембранном биореакторе; 

– замена дорогостоящих компонентов (дрожже-

вого экстракта) на другие источники (гидроли-

заты растительного белка сои, ржи, подсолнеч-

ника и др.; синтетические аминокислоты). 

Снижение совокуп-

ных затрат 

Повышение устой-

чивости процесса 

ферментации к от-

клонениям в пара-

метрах культиви-

рования 

Наличие перекрестной устойчивости к различ-

ным видам стресса, использование контролиру-

емого оксидативного воздействия. 

Снижение количе-

ства отходов 

Отсутствие отходов 

в виде избыточной 

биомассы, отсут-

ствие гипса 

Клетки биомассы удерживаются и не выводятся 

из рабочего объема мембранного биореактора. 

Получение молочной кислоты в виде лактата 

аммония. 

Снижение затрат на 

биологическую 

очистку сточных 

вод 

Рационализация 

процесса биологи-

ческой очистки 

сточных вод 

Использование технологии анаэробно-аэробной 

двухстадийной биологической очистки сточных 

вод производства молочной кислоты. 
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Разовый технологический регламент составлен в соответствии с «Положением 

о технологических регламентах производства продукции на предприятиях химиче-

ского комплекса», утвержденным Заместителем министра экономики Российской 

Федерации 6 мая 2000 г. и Приказом Ростехнадзора от 31.12.2014 N 631 «Об 

утверждении Федеральных норм и правил в области промышленной безопасности 

«Требования к технологическим регламентам химико-технологических произ-

водств», зарегистрированным в Минюсте России 28.05.2015 N 37426. 

За основу технологического процесса взято отъемно-доливное культивирова-

ние в мембранном биореакторе. Схема включает вспомогательные стадии подго-

товки питательной среды, очищенной и стерильной воды, моющих и дезинфици-

рующих растворов, раствора титранта, оборудования и основные стадии техноло-

гического процесса, включающие подготовку и последовательную наработку по-

севного материала и основную ферментацию в мембранном биореакторе. Наработ-

ка посевного материала предусмотрена в соответствии с общепринятой практикой 

обеспечения микробиологического культивирования в асептическом промышлен-

ном производстве. 

По результатам полученных данных выполнены оценочные расчеты затрат на 

получение молочной кислоты по разработанному отъемно-доливному культивиро-

ванию в мембранном биореакторе. 

В базовом варианте при использовании опытной установки мощностью 1300 

тонн в год по потребляемой глюкозе себестоимость получения молочной кислоты 

на стадии биосинтеза в виде фильтрата культуральной жидкости составит около 

900 евро/т МК, себестоимость получаемого полилактида с учетом амортизации – 

около 1500 евро/т. Капитальные затраты на оборудование для стадии биосинтеза 

молочной кислоты, включая вспомогательное оборудование, оценены в 4,5 млн. 

евро.  

 

5.2. Культивирование дрожжей и молочнокислых бактерий с  

оксидативным воздействием 

 

С проверкой идеи совершенствования методов культивирования микроорга-

низмов с точки зрения методологии экологически чистого производства путем 

совмещения по месту и времени протекания микробиологического синтеза и абио-

тических процессов, как это происходит в природных экосистемах, была связана 

большая часть представленной диссертационной работы с объектами исследова-

ний, описанных в главе 3.  
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Основной подход заключался в использовании оксидативного воздействия ак-

тивных форм кислорода, а именно H2O2 на ферментационную среду с микроорга-

низмами. 

В частности, первоначально предполагалось, что внесение пероксида водоро-

да в среду культивирования может привести к снижению количества накапливае-

мых в культуральной жидкости возможных ингибиторов биосинтеза. Такое реше-

ние, как уже отмечалось выше, до некоторый степени моделирует процессы само-

очищения в водных природных средах, протекающих с участием H2O2, что было 

более подробно рассмотрено нами в книге «Научные основы экобиотехнологии» 

[4]. При наличии таких эффектов самоочищения с удалением внеклеточных мета-

болитов – ингибиторов биосинтеза при проведении ферментационных процессов в 

биореакторе внесение разумных доз H2O2, например, в режиме высокоплотностно-

го культивирования с подпиткой субстратом привело бы к улучшению выходных 

показатели биосинтеза и снизило не только количество жидкого стока, образующе-

гося в виде культуральной жидкости после выделения целевого продукта, но и 

уровень его загрязненности остаточными компонентами питания и внеклеточными 

метаболитами. Ниже представлены результаты экспериментов с воздействием 

АФК на дрожжи и молочнокислые бактерии, выращиваемые в режимах периодиче-

ского культивирования с подпиткой субстратом (высокоплотностное культивиро-

вание) и без подпитки субстратом (обычное периодическое культивирование).  

 

5.2.1. Высокоплотностное культивирование дрожжей Candida tropicalis  

в периодических условиях с подпиткой субстратом и использованием  

оксидативного воздействия 

 

В экспериментах с дрожжами Candida tropicalis СК4 – продуцента кормовой 

биомассы – был апробирован режим высокоплотностного культивирования как 

превентивная мера экологически чистых решений для снижения энергозатрат на 

последующее концентрирование биомассы, расхода минеральных солей, количе-

ства сточных вод. Такой режим может считаться эффективным, если он не будет 

приводить к снижению качества целевого продукта, в данном случае характеризу-

емого по содержанию белка в получаемой дрожжевой биомассе.  

Культивирование в режиме с подпиткой сахарозой показало, что в этом слу-

чае наблюдается не только увеличение общего уровня накопления биомассы 

дрожжей в ферментере, но и удельного выхода биомассы с единицы субстрата – с 

0,5 до 0,6 без изменения содержания сырого протеина в дрожжах. Продуктивность 

биореактора по биомассе дрожжей увеличилась с 2,5–3 г асд/л.ч до 3–4 г асд/л.ч (в 
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зависимости от режима подпитки). При подпитке субстратом небольшими дроб-

ными порциями и поддержании концентрации растворенного кислорода на уровне 

10–20% от насыщения удалось получить концентрацию биомассы дрожжей в конце 

ферментации, длившейся в общей сложности 25 ч, около 100 г асд/л. 

При высокоплотностном культивировании возможно снижение содержания 

азота, вносимого в исходную питательную среду с минеральными солями, до уров-

ня в 2–3 раза ниже необходимого, исходя из материального баланса. Остальное ко-

личество азота можно вводить с аммиачной водой, используемой в качестве тит-

рующего реагента. Такой режим позволяет снизить общий расход азота на фермен-

тацию. Кроме того, в этом режиме наблюдалось некоторое увеличение суммарного 

выхода биомассы. Возможно, это связано с тем, что при избытке азота наблюдается 

известная для дрожжей р. Candida азотная репрессия, при которой, по аналогии с 

катаболитной репрессией избытком углеводного субстрата, действует менее эко-

номичная система транспорта азота в клетку. 

Для такого процесса высокоплотностного культивирования с подпиткой суб-

стратом были оценены суммарные эколого-экономические затраты для варианта 

проведения технологического процесса по схеме ферментация – сушка, т.е. без се-

парации и вакуум-выпарки. Данный вариант процесса вполне применим при полу-

чении кормовых дрожжей на небольших установках с переработкой различных уг-

леводсодержащих отходов сельского хозяйства и агропромышленного комплекса.  

В ходе расчетов с использованием экспериментальных данных были оценены: 

- материальный баланс ферментации; 

- тепловой баланс ферментера; 

- затраты электроэнергии на аэрацию; 

- затраты на углеродный субстрат, соли и титрующий агент; 

- затраты на охлаждающую воду; 

- затраты на сушку полученной суспензии микроорганизмов; 

- суммарные эколого-экономические затраты. 

Расчеты показали, что режим высокоплотностного культивирования с под-

питкой субстратом позволяет снизить суммарные затраты на сырье и энергию при 

выращивании и выделении биомассы дрожжей на 15–20% на 1 т асд или сырого 

протеина по сравнению с периодическим режимом культивирования без подпитки. 

Если учесть, что в расчетах не учитывались затраты на очистку сточных вод, то 

эколого-экономическая эффективность высокоплотнотного культивирования с 

подпиткой субстратом становится еще более очевидной. 

Разработанное высокоплотностное культивирование дрожжей C. tropicalis 

СК4 на среде с сахарозой было первым объектом исследований, применительно к 
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которому апробировалось культивирование с оксидативным воздействием перок-

сидом водорода. 

Поскольку внесение H2O2, как агента оксидативного стресса, угнетает разви-

тие микробной популяции, то предварительно было необходимо найти критические 

сублетальные дозы H2O2, оценить влияние условий культивирования на устойчи-

вость популяции дрожжей к воздействию H2O2, и отработать процедуру адаптации 

к этому стресс-агенту. 

На первом этапе исследований с воздействием H2O2 была проведена адапта-

ция дрожжей к H2O2 с постепенным внесением пероксида водорода в возрастаю-

щих количествах. Одновременно вели контрольную линию дрожжей без внесения 

H2O2. 

Схема адаптации представлена на рис. 5.5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 5.5 – Схема адаптации дрожжей C. tropicalis к H2O2. 

 

Адаптацию дрожжей к H2O2 проводили в периодических условиях методом 

накопительной культуры – в колбах (объем колб 250 мл, объем среды 30–60 мл) на 

термостатируемой качалке с числом оборотов 160–220 об/мин при температуре 32–

34˚С, при значениях рН среды 3,0–6,0. Объем посевного материала при пересевах 

составлял в зависимости от постановки опыта от 1 до 10% от объема среды. 

После 22 пассажей получили культуру дрожжей C. tropicalis, выдерживающих 

внесение до 3% Н2О2 и активно растущих в среде с внесением 0,5–2,0 г/л Н2О2. 

 

Адаптация дрожжей C. trop-

icalis к высоким концентра-

циям Н2О2 

 

Адаптация ведется в колбах 

250 мл на качалке при  

32–34
 
С 

 

Пересев каждые 2–3 дня, 

22 пассажа 

Получили культуру дрожжей C. tropicalis, выдерживающих внесение до  

3% Н2О2 и активно растущих в среде с внесением 0,5–2,0 г/л Н2О2 

Дрожжи Candida tropicalis 

Синтетическая среда, со-

держащая сахарозу, 2 г/л 

Н2О2 в концентрации  

0,03 – 30 г/л 
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В экспериментах, параллельно проводимых с адаптацией в колбах на качалке, 

определяли чувствительность популяции дрожжей к пероксиду водорода, зависи-

мость чувствительности от плотности популяции, фазы роста.  

На рис. 5.6 приведены данные об удельном приросте биомассы неадаптиро-

ванных дрожжей за первые 6 ч культивирования при разной дозе пероксида водо-

рода, вносимого сразу же после засева культуры.  
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Рисунок 5.6 – Удельный прирост биомассы неадаптированных дрожжей (% к 

контролю без внесения H2O2) за первые 6 ч культивирования при разной дозе вне-

сения H2O2 и разной концентрации посевного материала. 

H2O2 добавляли сразу же после внесения посевного материала. 

 

Видно, что при повышении дозы посевного материала чувствительность 

дрожжей к H2O2 снижается. 

Чувствительность к H2O2 наблюдается и для адаптированных дрожжей при 

низких дозах посевного материала, однако с повышением плотности популяции 

дрожжей в момент внесения H2O2 чувствительность адаптированной популяции к 

пероксиду водорода становится ниже, чем у неадаптированной линии при относи-

тельно высоких плотностях популяции – более 0,2–0,3 г/л. 
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Таким образом, эффект внесения H2O2 зависит от плотности и фазы роста по-

пуляции. Наибольшей устойчивостью к H2O2 обладает популяция в экспоненци-

альной фазе роста, наименьшей – в лаг-фазе. При плотности клеток в популяции >1 

г/л внесение H2O2 вплоть до концентраций 10 г/л не приводит к угнетению роста 

дрожжей, преадаптированных к H2O2. При плотности активно растущих клеток 

<0,2 г/л внесение H2O2 в концентрациях более 0,5 г/л приводит к торможению ро-

ста культуры. 

Неадаптированная к действию H2O2 культура дрожжей выдерживает внесение 

не более 0,5 г/л H2O2 в среду культивирования. Напротив, адаптированная к дей-

ствию пероксида водорода культура дрожжей намного лучше развивается на среде 

с 0,1–2 г/л H2O2, даже по сравнению с контролем без внесения H2O2. 

Рост неадаптированной и полученной преадаптированной к действию перок-

сида водорода культуры дрожжей C. tropicalis СК4 на сахарозе был исследован в 

режиме периодического культивирования с дробной подпиткой субстратом без 

внесения и при внесении H2O2. В ходе эксперимента сахароза добавлялась в сухом 

виде порциями от 2–5 г/л – в начале эксперимента до 5–50 г/л – при дальнейшем 

проведении культивирования. Момент внесения очередной порции сахарозы опре-

делялся по возрастанию концентрации растворенного кислорода, фиксируемого 

датчиком pO2. Пероксид водорода также вносился порциями от 5 до 90 мл 30% 

H2O2 на 1 л среды (от 1,5 до 30 г/л в пересчете на 100% H2O2) после внесения угле-

родного субстрата и при концентрации биомассы в биореакторе >5 г/л. По ходу 

опыта в ферментер вносили минеральные соли (фосфор, калий, магний, микроэле-

менты) для компенсации их убыли в результате потребления клетками дрожжей. 

Их количество рассчитывалось исходя из материального баланса ферментации. Ре-

зультаты исследований представлены на рис. 5.7. 

К концу контрольного эксперимента без внесения H2O2 в ферментационной 

среде было суммарно потреблено около 0,5 кг/л сахарозы при конечной концен-

трации биомассы дрожжей 130 г асв/л (170 усл. ед. опт. пл-ти, рис. 5.7, вариант II). 

Процесс был прекращен из-за ухудшения реологических свойств суспензии, при 

этом доля мертвых клеток в конце процесса достигла 10–30%. 

В эксперименте с внесением H2O2 сначала было использовано 0,5 кг/л сахаро-

зы, при этом доля мертвых клеток составляла не более 2–5% при концентрации 

биомассы в среде 140 г асв/л (183 усл. ед. опт. пл-ти, рис. 5.7, вариант I). При по-

следующем добавлении сахарозы до суммарного количества 1 кг/л, но уже при 

прекращении внесения H2O2 не наблюдалось угасания окислительной активности 

дрожжей, концентрация биомассы при этом составила 160 г асв/л, т. е. достигла 

практически максимально возможного предела, при котором все клетки плотно 



296 

 

упакованы в среде. Доля мертвых клеток по-прежнему не превышала 2–5%. Куль-

тура в этом состоянии без каких-либо неблагоприятных последствий выдерживала 

разовое внесение 3% H2O2, который при этом быстро разлагался вследствие высо-

кой каталазной активности в ферментационной среде, а клетки с концентрацией 

более 50 г асв/л даже выдерживали внесение в 16,5% H2O2, (пергидроль, разбав-

ленный в 2 раза и вызывающий ожог кожи человека!) в соотношении: 5% суспен-

зия дрожжей : 16,5% H2O2  ~ 1 : 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 5.7 – Рост преадаптированных к Н2О2 дрожжей C. tropicalis на саха-

розе с подпиткой субстратом и с внесением Н2О2 в ходе культивирования ( I ) в 

сравнении с ростом непреадаптированных к Н2О2 дрожжей без внесения H2O2 в 

среду культивирования ( II ). 

1 – концентрация биомассы, г/л, I; 2 – концентрация биомассы, г/л, II; 3 – 

суммарное количество внесенной сахарозы, г/л, I, II; 4 – концентрация сахарозы, 

остаточная, г/л, I; 5 – концентрация сахарозы, остаточная, г/л, II. 

 

Другим явным отличием результатов опыта с внесением H2O2 были суще-

ственно меньшие текущие остаточные концентрации сахарозы в среде культивиро-

вания. После субстратного голодания (10–14 ч в течение ночного периода) в опыте 

с внесением Н2О2 клетки быстрее «откликались» на внесение сахарозы, что приво-

дило к увеличению скорости ее окисления. Удельная каталазная активность прак-

тически не изменялась. 
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Рисунок 5.8 – Зависимость скорости потребления сахарозы от количества ее 

одномоментного внесения. 

1 – дрожжи C. tropicalis, преадаптированные к внесению H2O2, с внесением 

Н2О2 в ходе культивирования 

2 – дрожжи C. tropicalis, непреадаптированные к внесению H2O2, без внесения 

H2O2 в среду культивирования 

 

Популяция дрожжей адаптированного к H2O2 варианта, в отличие от варианта 

без внесения H2O2, была менее чувствительной к внесению больших доз сахарозы 

(свыше 50 г/л) по сравнению с неадаптированной к Н2О2 популяцией (рис. 5.8) и 

потребляла сахарозу без проявления явной диауксии в протреблении кислорода, 

связанной с образованием этанола с последующим его вовлечением в дыхание. До-

полнительные эксперименты показали, что такая преадаптированная к H2O2 попу-

ляция растет без снижения выхода биомассы от потребленного субстрата вплоть до 

единовременных концентраций внесенной сахарозы до 100 г/л, т.е. без репрессии 

аэробного дыхания высокими концентрациями сахарозы, способна активно разви-

ваться на среде с содержанием сахарозы до 50–60%, т.е. приобретает повышенную 

осмоустойчивость, выдерживает внесение больших количеств H2O2; падение ее фи-

зиологической активности происходит медленнее в условиях голодания по суб-

страту. Лимитирование роста углеродным субстратом или кислородом или голода-

ние клеток в течение суток не вызывает качественных изменений в физиологиче-

ском состоянии таких преадаптированных популяций.  

Таким образом, при пассировании дрожжей на среде с сахарозой и с внесени-

ем пероксида водорода происходит адаптация клеток к этому биологически агрес-

сивному окислителю, т.е. в условиях постоянного селективного давления на попу-

ляцию дрожжей, вызываемого пероксидом водорода, возможен отбор популяций, 

устойчивых к относительно большим дозам вносимого H2O2. В режиме высоко-

плотностного культивирования с подпиткой субстратом внесение Н2О2 в среду, ве-
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роятно, способствует поддержанию и восстановлению активного состояния клеток 

дрожжей C. tropicalis без проявления каких-либо признаков старения популяции и 

угасания их физиологической активности. Они более полно и с большей эффектив-

ностью утилизируют субстрат, нечувствительны к катаболитной репрессии суб-

стратом, более устойчивы к таким стрессам, как голодание, высокая плотность по-

пуляции, осмотическое действие. Эти обстоятельства могут свидетельствовать в 

пользу предположения о сдвиге метаболизма дрожжей под действием H2O2 и опре-

деленных регуляторных функциях H2O2. 

Оценки показывают, что высокоплотностное глубинное культивирование 

дрожжей в совокупности с оксидативным воздействием небольшими дозами пе-

роксида водорода позволяет повысить интенсивность биосинтеза, конечную кон-

центрацию биомассы дрожжей до 120–160 г/л по сухому весу, выход биомассы 

дрожжей на 10–15%, содержание белка в биомассе на 7–10%, обеспечить 30–50%-

ю экономию питательных солей, снизить количество сточных вод и концентрацию 

остаточных загрязнений в них в 5–10 раз, затраты на сырье и энергию на 15–20%. 

Таким образом, опыты с высокоплотностным культивированием дрожжей C. 

tropicalis показали, что умеренное воздействие оксидативного стресса на популя-

цию микроорганизмов может выступать в качестве фактора, управляющего био-

синтезом (анаболизмом и катаболизмом), позитивно сказываться на биосинтезе и 

улучшать экологические показатели процесса ферментации. Для получения поло-

жительного эффекта важно использовать оптимальные дозы стрессора; популяция 

должна быть преадаптирована к его воздействию; численность популяции, подвер-

гаемой стрессорному воздействию, должна быть достаточно высокой; существенно 

физиологическое состояние популяции, концентрация субстрата, доза стрессора. 

Эти результаты, в совокупности с результатами по биодеструкции фенола в 

аналогичных условиях проведения ферментационного процесса в режиме с под-

питкой субстратом и внесением H2O2 (см. раздел 6.2.4), в последующем обуслови-

ли проведение целенаправленных исследований с изучением культивирования 

микроорганизмов с контролированным оксидативным воздействием. 

 

5.2.2. Возникновение фоточувствительности у дрожжей в условиях  

оксидативного стресса 

 

Как вариант ферментации с оксидативным воздействием были проведены 

эксперименты с дрожжами C. tropicalis СК4 с заменой воздействия H2O2 на облу-

чение ультрафиолетом ближнего УФА-диапазона. Как уже отмечалось в разделах 
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1.2.4 и 2.4, УФА-облучение во многом аналогично воздействию различных актив-

ных форм кислорода, включая H2O2. 

Эксперименты проводились совместно с ФГУП НПО «Астрофизика». Описа-

ние методического и инструментального обеспечения этих экспериментов приве-

дено в разделе 4.1.3. 

В предварительных тестовых экспериментах, выполненных с культурой 

дрожжей C. tropicalis, выращиваемых в качалочных колбах на среде с сахарозой, в 

качестве стресс-фактора использовалось мягкое УФ-излучение лампового источ-

ника (УФ-лампа TL 20W/05 фирмы «Филипс»). Перед культивированием суспензия 

дрожжей, помещенная в чашку Петри, экспонировалась под УФ-лампой заданное 

время при фоновом освещении лаборатории, затем переносилась в качалочную 

колбу и выращивалась. В ряде вариантов наблюдалось положительное действие 

УФ-облучения на скорость роста и выход дрожжей. Эффект при этом зависел от ак-

тивности роста и плотности дрожжевой популяции. Заметное положительное дей-

ствие УФ-излучения проявлялось только для активно растущих культур микроорга-

низмов – в фазе экспоненциального роста, а также, когда плотность клеточной попу-

ляции превышала величины 0,5–1,0 г/л (по сухому веществу биомассы). Оптималь-

ный режим облучения, найденный при использовании УФ-лампы «Филипс»: 1 мин 

при облучении слоя суспензии толщиной 4 мм с концентрацией активно растущих 

клеток дрожжей 0,5–0,7 г/л при дозе излучения около 1000 Дж/м
2
 (250 Дж/л).  

На следующем этапе исследований провели серию экспериментов с фермен-

тацией в биореакторе на среде с сахарозой (Cсах.исх. = 8 г/л) с облучением ультрафи-

олетом (лампа ДРШ-100, мощность облучения по УФ-излучению – 1 Вт/л) через 

кварцевую кювету, расположенную на линии циркуляции среды с клетками через 

выносной контур на протяжении всего ферментационного цикла (подробное опи-

сание – см. раздел 4.1.3). Ход процесса ферментации отслеживали, в частности, по 

показанию датчика растворенного кислорода (pO2). При постоянной скорости по-

дачи воздуха в биореактор повышение концентрации клеток в среде по мере роста 

и увеличения суммарной физиологической активности популяции дрожжей приво-

дит к понижению текущего динамически равновесного уровня pO2. Поскольку дей-

ствие УФ-облучения может индуцировать у микроорганизмов повреждение ДНК, а 

действие видимого света на стрессированную культуру активизировать фоторепа-

рацию, то эксперименты проводили с затемнением ферментера (черной тканью, 

оборачиваемой вокруг обечайки) и без затемнения. При затемнении содержимого 

ферментера включение УФ-излучения вызывало у культуры переходное состояние, 

проявляющееся в преломлении хода кривой pO2: в замедлении падения pO2, смены 
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падения pO2 на рост, колебания в показаниях pO2 (рис. 5.9), т.е. отрицательно влия-

ло на дыхательную активность. Переходный процесс длился 1–2,5 ч. 

 

 

Рисунок 5.9 – Отклик датчика растворенного кислорода в биореакторе на 

включение УФ-излучения в темноте. 

Условия опыта: рост в периодическом режиме; скорость вращения мешалки 

200 об/мин; концентрация биомассы в момент включения УФ-лампы – 0,7 опт. ед. 

 

 

Рисунок 5.10 – Отклик датчика растворенного кислорода в биореакторе на 

включение света при УФ-облучении суспензии биореактора. 

Условия опыта: рост в периодических условиях; скорость вращения мешалки 

150 об/мин; концентрация биомассы в момент включения света в лаборатории – 1,6 

опт. ед. 
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Изменение условий освещения видимым светом также вызывало у культуры 

переходное состояние, противоположное действию УФ-облучения (рис. 5.10, 5.11). 

На фоне облучения среды ультрафиолетом включение видимого света ускоряло 

падение pO2, т.е. положительно влияло на дыхательную активность суспензии 

дрожжей и скорость потребления кислорода (рис. 5.10). Напротив, отключение 

освещения видимым светом на фоне облучения среды ультрафиолетом приводило 

к замедлению дыхательной активности (рис. 5.11). Когда же УФ-облучение вклю-

чали на фоне освещения среды видимым светом, замедления в скорости падения 

pO2 не наблюдалось (рис. 5.12), и наоборот, отключение УФ-облучения в условиях 

освещения содержимого ферментера видимым светом приводило к замедлению 

дыхательной активности (рис. 5.13). В отсутствие УФ-облучения дрожжи были не-

чувствительны к воздействию видимого света. 

 

 

Рисунок 5.11 – Отклик датчика растворенного кислорода в биореакторе на от-

ключение света при УФ-облучении суспензии биореактора. 

Условия опыта: рост в периодических условиях; скорость вращения мешалки 

300 об/мин; концентрация биомассы в момент отключения света в лаборатории – 3,0 

опт. ед. 
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Рисунок 5.12 – Отклик датчика растворенного кислорода в биореакторе на 

включение УФ-излучения при освещении светом лаборатории. 

Условия опыта: рост в периодических условиях; скорость вращения мешалки 

150 об/мин; концентрация биомассы в момент включения УФ-лампы – 0,45 опт. ед. 

 

 

Рисунок 5.13 – Отклик датчика растворенного кислорода в биореакторе на от-

ключение УФ-излучения при освещении светом лаборатории. 

Условия опыта: рост в периодических условиях; скорость вращения мешалки 

150 об/мин; концентрация биомассы в момент отключения УФ-лампы – 0,7 опт. ед. 
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Отклик дрожжевой популяции на режимы и изменение облучения, определя-

емый непосредственно из кривой роста биомассы, в целом, коррелировал с харак-

тером изменения хода величины pO2. В моменты, когда наблюдалось ускорение 

падения величины pO2, наблюдался более интенсивный рост дрожжей. При выра-

щивании дрожжей с затемнением биореактора включение УФ-облучения в темноте 

замедляло рост биомассы. Напротив, включение освещения в лаборатории на фоне 

действия УФ-излучения ускоряло рост биомассы, что также коррелирует с данны-

ми, полученными на основании анализа кривых pO2, и подтверждает вывод о влия-

нии УФ-облучения и света, полученный на основании отклика датчика растворен-

ного кислорода на включение-выключение ультрафиолета и света. 

Полученные данные указывают, что рост дрожжей при совместном действии 

УФ-излучения и видимого света на дрожжи не только не ингибируется, но может и 

стимулироваться. Для подтверждения такого стимулирования был поставлен ряд 

экспериментов по выращиванию дрожжей при постоянном действии ультрафиоле-

та и/или света на всем протяжении цикла выращивания. 
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Рисунок 5.14 – Рост дрожжей C. tropicalis при облучении УФА-излучением 

умеренной интенсивности и видимым светом. 

1 – контроль (без УФ облучения, рост при включенном освещении лаборато-

рии). 

2 – с УФ-облучением (лампа ДРШ-100, 1 Вт/л) с освещением лаборатории. 

3 – с УФ-облучением в темноте. 

УФ-облучение через проточную кювету – с момента внесения инокулята. Ис-

ходная концентрация субстрата (сахарозы) 16 г/л; исходная концентрация биомас-

сы – 0,6 опт. ед. 
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Результаты экспериментов (рис. 5.14) показали, что явно наихудший рост 

наблюдается при облучении суспензии ультрафиолетом и затемнении биореактора. 

Для варианта выращивания дрожжей с облучением ультрафиолетом и светом рост 

более интенсивный с превышением удельной скорости роста над вариантом без 

облучения (контроль) к моменту завершения экспоненциальной фазы (т.е. до мо-

мента исчерпания субстрата) и повышением конечного уровня накопления биомас-

сы на 5–20%. 

Изучение влияния таких факторов как концентрация посевного материала и 

субстрата, состояние посевного материала, интенсивность облучения, наличие све-

тофильтров, отсекающих определенную часть спектра ультрафиолетового излуче-

ния, на рост и выход дрожжей показало, что положительный эффект совместного 

действия субингибиторных доз ультрафиолета и видимого света более явно выра-

жен при уменьшении дозы инокулята, не зависит от состояния инокулята и интен-

сивности света выше порогового значения и сохраняется при повышении концен-

трации субстрата в среде. Интенсивное надпороговое воздействие УФ-излучения 

лампы ДРШ на суспензию дрожжей – порядка 5–10 Вт/л – вызывает репрессию ро-

ста дрожжей независимо от того, освещается ли содержимое биореактора видимым 

светом или нет.  

В экспериментах с замораживанием дрожжевой суспензии с последующим 

размораживанием отклик дрожжей на видимый свет после такого стрессового воз-

действия был во многом аналогичен отклику на воздействие УФ и видимого света. 

При этом замороженные-размороженные клетки (без УФ-облучения) становятся 

чувствительными к видимому свету и на свету растут лучше. Однако для заморо-

женных-размороженных клеток положительное совместное действие ультрафиоле-

та и видимого света не проявляется по сравнению с нестрессированной культурой.  

Полученные данные показали, что для того, чтобы гетеротрофные микро-

организмы (дрожжи) стали чувствительными к видимому свету, в том числе 

низкой интенсивности, они должны быть подвергнуты стрессовым воздей-

ствиям или находиться в состоянии стресса. При этом стрессовое состояние не-

обязательно должно быть вызвано воздействием ультрафиолета, а например, таки-

ми факторами, как пероксид водорода, механическое действие (замораживание-

размораживание) и, возможно, тепловой шок, ультразвук и др. Такая перекрестная 

адаптация к H2O2, УФ и pH наблюдалась ранее, в частности, для сахаромицетов 

[941], когда преадаптация дрожжей к pH и пероксиду водорода позволяла культуре 

выдержать облучение большей, чем в контроле дозой ультрафиолета или гамма из-

лучения. 
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Одновременное действие ультрафиолета и видимого света благоприятно для 

физиологической активности клеток. В частности, при облучении ультрафиолетом 

с интенсивностью 1 Вт/л – при культивировании в биореакторе в периодическом 

режиме при исходной концентрации дрожжей 0,1–0,3 г/л – или с дозой от 100 до 

1000 Дж/м
2
 (0,1–1 Вт/л) – при облучении в чашках Петри слоя суспензии с концен-

трацией активно растущих клеток дрожжей 0,5–0,7 г/л на фоне подсветки видимым 

светом незначительной интенсивности (40 мВт/л) наблюдается ускорение роста 

популяции и увеличение выхода биомассы на 10–15%. С увеличением интенсивно-

сти освещения выращиваемой суспензии дрожжей видимым светом выше 40 мВт/л 

при постоянной дозе УФ-облучения эффект ускорения роста популяции и увеличе-

ния выхода биомассы в количественном отношении существенно не меняется. Без 

видимого света ультрафиолет даже умеренной интенсивности (1 Вт/л) репрессиру-

ет рост дрожжей. Видимый свет без действия ультрафиолета не действует на рост 

дрожжей. 

Таким образом, видимый свет на фоне действия ультрафиолета может вы-

ступать в качестве фактора, управляющего ростом клеток.  

Полученные данные позволяют предложить новый метод воздействия на мик-

роорганизмы для улучшения показателей ферментационного процесса. Метод 

предполагает одновременное воздействие на выращиваемую культуру видимого 

света и оптимальных доз ультрафиолета. Учитывая, что природное солнечное из-

лучение, достигающее поверхности земли, имеет не только видимую, но и УФА и 

УФB-составляющую, нами предложено назвать такой метод воздействия «солнеч-

ный» биореактор. 

Возникновение чувствительности к видимому свету интенсивности 40 мВт/л, 

которое принято относить к низкоэнергетическим воздействиям (10–100 мВт/л), у 

дрожжей, облучаемых мягким ультрафиолетом, можно объяснить действием фото-

репарации с фотолиазой в качестве ключевого фермента, протекающей в дрожже-

вых клетках как один из механизмов противодействия стрессу. Как уже было по-

дробно рассмотрено в разделе 2.5, фотолиаза является ключевым компонентом си-

стемы фоторепарации, реагирующий на свет в диапазонах 370–390 нм – для фото-

лиазы 1-го типа и 430–450 нм – для фотолиазы 2-го типа [1057, 1067, 1069]. 

Нужно отметить, что реакция популяции дрожжей на действие мягкого УФА 

излучения и видимого света или пероксида водорода и видимого света во многом 

аналогична. Наряду с этим, возможно тесное пересечение стресс-ответов на опре-

деленных путях метаболизма и регуляции физиологического состояния клеток (см. 

раздел 2.6), подвергнутых воздействиям разных стрессов. Поскольку в клетках 

прокариот и эукариот возможно одновременное функционирование нескольких си-
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стем репарации, то этим можно объяснить чувствительность стрессированных кле-

ток к видимому свету. Поэтому для целей практического применения метода куль-

тивирования гетеротрофных микроорганизмов с использованием комбинирован-

ных воздействий АФК (стрессор) и видимого света (антистрессор) целесообразно 

использовать микроорганизмы с активно функционирующей системой фоторепа-

рации. Однако данное предположение нуждается в верификации. 

Дополнительно проведенные эксперименты показали, что аналогичные пози-

тивные эффекты совместного действия видимого света и мягкого ультрафиолета 

могут наблюдаться и после пребывания клеток в состоянии покоя. В данном случае 

действие УФ-излучения, похоже, может приводить к замедлению процесса перехо-

да популяции из состояния аэробиоза (при наличии в среде достаточно высоких 

концентраций кислорода, не лимитирующих рост микроорганизмов в аэробных 

условиях) в состояние анаэробиоза (при отсутствии кислорода в среде). Это заклю-

чение вытекает из зафиксированного нами влияния УФ-излучения на рост дрожжей 

C. tropicalis на сахарозе, в случае, когда клетки микроорганизмов после облучения 

некоторое время (1 час) пребывают в состоянии покоя. Облученные микроорга-

низмы при оптимальных условиях (УФ-лампа «Филипс», 1 мин при облучении с 

дозой около 1000 Дж/м
2
 или 250 Дж/л, слой суспензии толщиной 4 мм с концен-

трацией активно растущих клеток дрожжей 0,5–0,7 г/л), выращиваемые лишь спу-

стя 1 час после облучения, на 20–50% быстрее растут по сравнению с необлучен-

ными клетками, также пребывавшими такое же время в состоянии покоя. Выращи-

вание же микроорганизмов сразу после облучения ультрафиолетом не приводит к 

появлению положительного эффекта в отношении скорости роста микроорганиз-

мов. 

Позитивное комбинированное воздействие факторов оксидативного стресса и 

видимого света на дрожжи р. Candida можно в определенной мере рассматривать 

как следствие экологических условий обитания дрожжей в среде. В частности, на 

поверхности растений, плодов типичны ситуации избытка углеводного субстрата и 

кислорода и одновременно освещенности солнечным светом. В такой ситуации се-

лективное преимущество будут получать те микроорганизмы, которые наиболее 

эффективным образом адаптируется к сочетанию отмеченных факторов, что долж-

но отражаться и в способах регуляции их метаболизма. При этом сочетание таких 

факторов, как ультрафиолет и видимый свет, может служить сигналом о благопри-

ятной погоде – в солнечную погоду температура поверхности быстрее прогревает-

ся, чем в пасмурную, когда УФ-излучение Солнца не доходит до поверхности зем-

ли. Прогрев способствует размножению микроорганизмов, поэтому те варианты, 

которые быстрее реагируют на погодные изменения, на одновременное воздей-
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ствие ультрафиолета и видимого света, получают адаптивное и селективное пре-

имущество. Все это позволяет объяснить, почему важным условием для получения 

положительных результатов является совместное действие стресс- и антистресс-

факторов. 

Обнаруженная нами новая возможность улучшения показателей микробной 

ферментации при одновременном воздействии на выращиваемую культуру стресс-

фактора, в частности, оптимальных доз пероксида водорода или мягкого ультрафи-

олета, и антистресс-фактора, в частности, видимого света, послужила основой для 

более широкого и целенаправленного исследования комбинированного воздей-

ствия срессорных и антистрессорных факторов, воздействия факторов с оксидант-

ной, прооксидантной и антиоксидантной активностями на различные системы био-

синтеза и биологической очистки. Такой подход, в основе которого лежит совмест-

ное и целенаправленное действие оптимальных доз факторов оксидативного стрес-

са и антистрессоров при оптимальном физиологическом состоянии популяции 

микроорганизмов, т.е. управляемый или контролируемый оксидативный стресс, 

предоставляет новые возможности для совершенствования ферментации. В частно-

сти, в уже отмеченном варианте культивирования в «солнечном» биореакторе мо-

делируются условия освещаемых солнечным светом природных поверхностей, на 

которые одновременно падают видимое и ультрафиолетовое (УФА и УФБ поддиа-

пазоны) излучение Солнца, когда при поглощении УФА и УФБ излучения в тонком 

поверхностном слое воды образуются активные формы кислорода (O3, H2O2, OH-

радикалы и другие АФК). При этом УФ-излучение и образующиеся АФК действу-

ют на клетки обитающих на поверхности микроорганизмов одновременно (сопря-

женно) с видимым светом. 

В дальнейшем в исследованиях с микроорганизмами апробировались вариан-

ты контролируемого оксидативного воздействия с учетом различных сочетаний 

стрессорных и антистрессорных факторов с избирательным усилением или подав-

лением действия их на клетки микроорганизмов, а также выведения из фермента-

ционной среды питательных компонентов и метаболитов с оксидантными и проок-

сидантными свойствами. Воздействие малых доз пероксида водорода (фактор с ок-

сидантной активностью) и низких доз видимого света (может выступать как фактор 

с прооксидантной и одновременно с антиоксидантной активностью, в последнем 

случае действующий, предположительно, через механизм фоторепарации) является 

удобным, универсальным и эффективным технологическим приемом, который  

может послужить основой для разработки новых ресурсосберегающих, экономиче-

ски и экологически эффективных технологий биосинтеза и биодеструкции. 
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5.2.3. Культивирование дрожжей Saccharomyces cerevisiae с оксидативным 

воздействием 

 

Эксперименты с дрожжами-сахаромицетами целенаправленно проводили в 

условиях контролируемого оксидативного стресса. Для этого изучалось воздей-

ствие пероксида водорода и мягкого ультрафиолета на рост дрожжей в ходе куль-

тивирования при освещении и без освещения среды видимым светом. Как и для 

дрожжей р. Candida ожидали, что целенаправленное комбинированное действие 

стрессоров (H2O2, УФ) и антистрессоров (видимого света) при культивировании 

сахаромицетов обеспечит устойчивое воспроизводимое улучшение показателей ро-

ста и жизнедеятельности дрожжей. Важным обстоятельством является то, что при-

родные условия обитания многих видов дрожжей-сахаромицетов и дрожжей р. 

Candida схожи, однако в отличие от первых, представители р. Candida, в частности 

C. tropicalis не являются истинными бродильщиками – при исчезновении кислоро-

да в среде их бродильная активность, определяемая по выделению CO2, быстро па-

дает. В то же время в наших экспериментах наблюдалось повышение их бродильной 

активности после воздействия оптимальных доз факторов оксидативного стресса, 

что послужило дополнительным аргументом в пользу проведения опытов с дрожжа-

ми-сахаромицетами. Результаты исследований с сахаромицетами важны с практиче-

ской точки зрения, а именно для крупнотаннажного получения биоэтанола. 

В исследованиях с сахаромицетами использовались штаммы дрожжей: S. 

cerevisiae SL-100 и промышленный штамм дрожжей S. cerevisiae Meyen T 985 с 

морфологическими признаками и физиологическими свойствами штамма по ТУ 

9182-400-00008064-2000, сбраживающего глюкозу, сахарозу, мальтозу, галактозу и 

на 1/3 рафинозу. Дрожжи расы Т 985 использовались в крупномасштабном процес-

се биосинтеза этанола из зерносырья, в частности, на ФГУП «Биотехнологический 

завод» (пос. Серебряные Пруды, Московская обл., см. раздел 3.1.2).  

Исследования проводили с адаптацией дрожжей S. cerevisiae к пероксиду во-

дорода по той же процедуре, что и в опытах с дрожжами C. tropicalis, с той лишь 

разницей, что для некоторых вариантов пассирование велось при целенаправлен-

ном освещении содержимого колб видимым светом. Во всех случаях интенсив-

ность освещения составляла около 40 мВт/л среды. Для освещения использовались 

лампы дневного света. Пассирование к H2O2 и ферментацию дрожжей в аэробных 

условиях вели в колбах на качалке, пассирование и проведение ферментации в 

анаэробных условиях вели в колбах с гидрозатвором, в микроаэрофильных – в кол-

бах с ватной пробкой, которые стояли в покое. Все варианты термостатировались. 

Преадаптация дрожжей S. cerevisiae Т 985 к H2O2 велась при росте на мине-

ральной среде с зерновым суслом или сахарозой, преадаптация S. cerevisiae SL-100 
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– на модифицированной минеральной среде 9М с сахарозой. Одновременно опре-

делялись наиболее подходящие условия внесения H2O2: фаза роста и плотность по-

пуляции дрожжевой культуры, концентрация вносимого пероксида водорода. 

В предварительных экспериментах, проведенных со штаммом T 985, были 

найдены летальные концентрации пероксида водорода и сублетальные дозы внесе-

ния пероксида, не приводящие к инактивированию большей части клеток дрожжей 

в условиях освещения содержимого колб и аэрации. Для неадаптированной попу-

ляции внесение H2O2 в концентрациях 1,2–1,8 г/л приводило к полному отмиранию 

дрожжевых клеток. 

С внесением найденных сублетальных доз H2O2 были проведены предвари-

тельные эксперименты с серией пассажей с ведением 5 линий дрожжей штамма T 

985 в аэробных условиях и при освещении среды при концентрации сахарозы в ис-

ходной среде 5 г/л и 30 г/л и разной концентрации вносимого H2O2 и дрожжей, а 

также 3 линий дрожжей штамма T 985 в анаэробных условиях при освещении и 

концентрации сахарозы в исходной среде 100 г/л. Следом за этими опытами прове-

ли аналогичные исследования со штаммом SL-100 при концентрации сахарозы в 

исходной среде 150 г/л с внесением H2O2 в дозах 0,6 г/л и культивированием в 

аэробных, микроаэрофильных и анаэробных условиях.  

Каждый раз доза засевных дрожжей при пересеве составляла 10% об. Во всех 

пассажах через 3 ч после внесения H2O2 определялась доля мертвых клеток в 

дрожжевой суспензии. Результаты этих экспериментов показали, что с повышени-

ем концентрации субстрата растет устойчивость и способность к адаптации попу-

ляции дрожжей к H2O2. Так, при содержании сахарозы в питательной среде 5 г/л 

доля мертвых клеток при добавлении H2O2 составляла 70–80%, в то время как в 

контроле – не более 15%. При этой концентрации субстрата не наблюдалось сни-

жения доли мертвых клеток по мере возрастания числа пересевов. Напротив, при 

содержании сахарозы в питательной среде 30 г/л устойчивость к H2O2 росла, а доля 

мертвых клеток снижалась по мере пассирования (рис. 5.15).  

Для штамма SL-100 (рис. 5.16) доля мертвых клеток была существенно выше 

(при большей начальной концентрации субстрата – 150 г/л), чем для штамма Т 985. 

Однако как и в случае дрожжей штамма T 985, в аэробных условиях штамм SL-100 

адаптировался к воздействию пероксида водорода по мере увеличения числа пас-

сажей. Аналогичные изменения наблюдались и в микроаэрофильном режиме. В то 

же время в анаэробных условиях дрожжевые клетки не адаптировались к внесению 

пероксида: доля мертвых клеток оставалась на одном и том же уровне (рис. 5.16). 
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Рисунок 5.15 – Изменение доли мертвых клеток штамма Т 985 по мере увели-

чения количества пассажей при внесении H2O2 при начальной концентрации суб-

страта 30 г/л и культивировании в аэробных условиях с освещением среды. 

Первая цифра в надрисуночной подписи – доза вносимого H2O2, г/л; значения 

в скобках – концентрация биомассы в момент внесения, г/л (приведен интервал из-

менения с учетом варьирования в пассажах). 
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Рисунок 5.16 – Изменение доли мертвых клеток штамма SL-100 в пассажах по 

мере адаптации к воздействию H2O2 при различных условиях аэрации с освещени-

ем среды.  

Исходная концентрация сахарозы в среде – 150 г/л. 
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Пересев дрожжей 5-го и 10-го пассажей, адаптированных к H2O2, на ту же 

среду, но без внесения пероксида водорода, показал, что устойчивость клеток к 

стрессовым воздействиям сохраняется лишь после первого пересева, на 2-ом пере-

севе она ухудшается и к 3-му пересеву без внесения H2O2 культура возвращается 

практически на уровень контроля. 

Таким образом, наблюдается довольно быстрая деадаптация после прекраще-

ния внесения H2O2 с возвратом культуры к исходному состоянию. Это может сви-

детельствовать о том, что в процессе адаптации изменения обусловлены откликом 

культуры на воздействие стрессового агента, а именно, индукцией и поддержанием 

в течение некоторого времени систем репарации, помогающим клеткам преодоле-

вать неблагоприятное воздействие стрессоров, при этом скорее всего не происхо-

дит отбора относительно устойчивых субклонов на генетическом уровне, что со-

гласуется с литературными данными [863]. 

С учетом наблюдаемых закономерностей для анализа изменений в показате-

лях роста была проведена дополнительная серия экспериментов, в которых по мере 

пассирования определялись конечный уровень накопления биомассы в среде, а 

также конечный pH по окончании культивирования. Результаты этих исследований 

приведены для штамма Т 985 на рис. 5.17. 
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Рисунок 5.17 – Изменение конечного уровня накопления биомассы штаммом 

Т 985 в аэробных условиях с освещением среды по мере увеличения количества 

пассажей при внесении H2O2 и содержании сахарозы в исходной среде 30 г/л. 

Обозначения – см. рис. 5.15. 



312 

 

 

При исходном содержании сахарозы в среде 30 г/л при использовании в каче-

стве инокулята линий дрожжей Т 985 с оптимальными условиями внесения H2O2 

уровень накопления биомассы в конце культивирования начал превышать кон-

трольный уже после 2-го пассажа (рис. 5.17). При этом в пятом пассаже уровень 

биомассы составлял 2,7 г/л по сравнению с 2,2 г/л в первом пассаже. Для вариантов 

с начальной концентрацией субстрата 5 г/л содержание биомассы существенно не 

отличалось от содержания в контрольном варианте. 

В аэробных условиях ввиду отсутствия подтитровки по ходу культивирования 

pH сильно менялся. При исходных pH среды 5,8 и концентрации сахарозы 5 г/л ко-

нечный pH при культивировании штамма Т 985 понижался до 2,75 и не отличался 

существенно для всех линий. В вариантах с начальной концентрацией субстрата 30 

г/л при использовании инокулята контрольной линии pH снижался до 2,32–2,38 и 

не зависел существенно от количества пассажей. Однако в линиях с оптимальными 

условиями внесения H2O2 по мере возрастания числа пассажей достигаемый ко-

нечный pH снижался: в линии с внесением 0,3 г/л H2O2 в суспензию с 2,18–2,42 г/л 

биомассы конечный pH в первом пассаже понизился до 2,35, а в десятом – до 2,12; 

в варианте с внесением 0,6 г/л H2O2 в суспензию с 2,18–2,42 г/л биомассы конеч-

ный pH в первом пассаже понизился до 2,35, а в десятом – до 2,05.  

Таким образом, наблюдается явная корреляция между падением доли мертвых 

клеток, возрастанием уровня накопления биомассы и устойчивостью к pH по мере 

пересевов в линиях с оптимальными условиями внесения H2O2, т.е. наблюдается 

адаптация популяции в пероксиду водорода с изменением показателей культивиро-

вания в благоприятную сторону, при этом повышается и устойчивость клеток к 

внесению повышенных доз H2O2: адаптированные клетки выдерживают внесение 

1,8–2,4 г/л пероксида, тогда как в контрольном варианте клетки полностью поги-

бают при внесении 1,2 г/л пероксида. Одновременно с приобретением устойчиво-

сти к H2O2 клетки становятся устойчивыми к более низким pH, т.е. наблюдается 

перекрестная адаптация к pH шоку и оксидативному стрессу. 

Адаптированные к H2O2 линии дрожжей при последующем пересеве в свежую 

среду и культивировании без внесения пероксида имеют более высокие показатели 

физиологической активности при повышении уровня накопления биомассы, устой-

чивости к низким pH. Однако, как уже отмечалось, при втором и последующих 

пассированиях без внесения H2O2 их физиологическая активность уже мало отли-

чается от контрольного уровня и клетки вновь становятся нечувствительными к 

видимому свету. 
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С повышением концентрации биомассы в момент внесения H2O2 устойчивость 

популяции дрожжей к пероксиду также повышается. Очевидно, этот эффект обу-

словлен более высокой суммарной каталазной активностью при высокой концентра-

ции биомассы, поэтому скорость разложения пероксида, наблюдаемого сразу после 

внесения в среду с дрожжами, выше, и при одних и тех же дозах внесения H2O2 

клетки подвергаются воздействию пероксида в течение более короткого времени. 

Дальнейшие эксперименты провели с преадаптацией дрожжей S. cerevisiae Т 

985, взятых непосредственно из бродильного чана с определением их бродильной 

активности. Адаптация велась в двух вариантах: 1) использовалась обсемененная 

производственная культура; 2) использовалась чистая линия дрожжей, выделенная 

из производственной путем рассева на чашки Петри с сусло-агаром, с последую-

щим пересевом отдельных колоний дрожжей в пробирки со скошенным агаром. 

Отобранные линии дрожжей проверялись на бродильную активность. Для даль-

нейшей адаптации к H2O2 была взята линия дрожжей с наибольшей бродильной ак-

тивностью. 

При проведении адаптации в обоих вариантах отобранные линии пересева-

лись в асептических условиях на минеральную среду с внесением сусла 30 мл/л в 

качестве источника углерода, 1–10% инокулята (в зависимости от варианта опыта), 

и дрожжи выращивались в колбах на качалке при аэрации и освещении колб види-

мым светом. Использовались относительно невысокие концентрации сахаров сус-

ла, чтобы избежать сильного закисления среды, наблюдаемого при выращивании 

дрожжей в колбах, при этом pH среды не корректировался по ходу эксперимента. 

При пассировании одновременно вели линию с внесением H2O2 (опытная линия) и 

без внесения H2O2 (контрольная линия). При ведении опытной линии в среду с 

дрожжами вносилось расчетное количество пероксида водорода в различные фазы 

роста дрожжей в возрастающей концентрации, от 0,2 мл/л до 5 мл/л (вносили в ви-

де 33% H2O2) по мере увеличения числа пассажей. По окончании роста в качестве 

посевного материала для последующих пассажей отбирали варианты, где наблю-

дался наиболее активный рост дрожжей (дрожжи, наиболее устойчивые к H2O2). 

Пересев проводился, как правило, один раз в сутки. По ходу пассирования по 

окончании роста в каждом пассаже отбирались аликвоты суспензии дрожжей, ко-

торые помещались в анаэробные условия в колбы с минеральной средой и содер-

жанием сахарозы 100 г/л вместо зернового сусла и определялась бродильная ак-

тивность дрожжей по скорости потребления сахарозы и объему выделяемого CO2. 

В первом варианте, при адаптации обсемененной производственной культуры 

дрожжей S. cerevisiae Т 985 по мере увеличения числа пассажей в контроле проис-

ходило увеличение бактериальной обсемененности и уменьшение прироста био-
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массы, обусловленное вытеснением культуры дрожжей дикой микрофлорой и раз-

витием сукцессии. При пересеве же дрожжей на среду в условиях добавления H2O2 

по мере увеличения числа пассажей культура адаптировалась к возрастающим 

концентрациям пероксида, при этом дрожжи оставались доминирующими в мик-

роценозе, а уровень бактериальной обсемененности оставался в пределах 1–10 кле-

ток бактерий в поле зрения микроскопа. К 10–13 пассажам дрожжи могли выдер-

живать разовое внесение 15–30 г/л H2O2 без существенного замедления скорости 

роста (рис. 5.18). Устойчивость популяции дрожжей возрастала при увеличении 

количества посевного материала и была наибольшей в экспоненциальной фазе ро-

ста, при этом конечный выход биомассы повышался на 10–17%. Эффект повыше-

ния уровня накопления биомассы сохранялся и после прекращения добавления 

H2O2 в среду культивирования на протяжении не менее 4-х пассажей (табл. 5.3). 

 

Таблица 5.3 – Прирост биомассы адаптированных к 2 г/л H2O2 дрожжей 4-го 

пассажа при пересеве на среду без внесения H2O2. 

 № пассажа 

0 1 2 3 4 

Прирост неадаптирован-

ных дрожжей (контроль) 

2,79 

 

2,97 

 

2,97 

 

2,91 

 

2,07 

 

Прирост адаптированных 

дрожжей (контроль) 
3,22 3,29 3,33 3,06 3,21 

% прироста адаптирован-

ных дрожжей к приросту 

неадаптированных 

115,4 110,8 112,1 105,4 155,1 

 

Результаты, представленные в табл. 5.3 и на рис. 5.18, показали, что в неасеп-

тических условиях при постоянном селективном давлении на популяцию дрожжей-

сахаромицетов, вызываемым пероксидом водорода на фоне освещения среды куль-

тивирования видимым светом, возможен отбор популяций дрожжей, доминирую-

щих в ценозе, устойчивых к относительно большим дозам вносимого H2O2. Попу-

ляция преадаптированных дрожжей имеет высокую удельную активность каталазы, 

достаточную для сравнительно быстрого распада H2O2 и преодоления последствий 

оксидативного стресса, индуцированного его внесением. При этом, чем больше 

плотность дрожжевой популяции и активнее ее рост, тем выше суммарная актив-

ность каталазы и быстрее происходит распад H2O2. 
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Рисунок 5.18 – Влияние дозы внесенного H2O2 на прирост дрожжевой массы 

после 5 ч культивирования. Использовались дрожжи 10–13 пассажей. 

 

По результатам экспериментов оптимальная разовая доза внесения H2O2 при 

выращивании посевного материала в аэробных периодических условиях составляла 

не более 1 г/л, при этом выяснили, что H2O2 лучше всего вносить на стадии актив-

ного роста при концентрации клеток дрожжей не менее 0,2–0,5 г асд/л. 

Во втором варианте провели эксперименты с адаптацией к пероксиду водоро-

да чистой линии дрожжей, выделенной из производственной культуры в отсут-

ствие посторонней микрофлоры. Вели 4 линии дрожжей S. cerevisiae Meyen Т 985 в 

аэробных условиях на свету на среде с сахарозой (100 г/л):  

Линия 1 – без внесения H2O2 c дрожжами, адаптированными к H2O2. 

Линия 2 – с внесением 40–200 мг/л H2O2 в ходе пассажей. 

Линия 3 – с внесением 20–120 мг/л H2O2 в ходе пассажей. 

Линия 4 – контроль без внесения H2O2 и с неадаптированными к H2O2 дрожжами. 

Результаты исследований представлены на рис. 5.19–5.21. 

Видно, что в аэробных условиях также наблюдается адаптация производ-

ственной линии дрожжевых клеток к H2O2 после 8–9 пассажей. Это проявляется в 

уменьшении числа мертвых клеток в конце фазы брожения (рис. 5.19), снижении 

остаточной концентрации сахара (рис. 5.20), повышении бродильной активности 

(рис. 5.21). Одновременно снижается бактериальная обсемененность дрожжевой 

популяции. 

 

А 
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Рисунок 5.19 – Изменение % мертвых клеток по мере адаптации дрожжей к 

H2O2 в аэробных условиях. 

Линия 1 – без внесения H2O2 c дрожжами, адаптированными к H2O2. 

Линия 2 – с внесением 40–200 мг/л H2O2 в ходе пассажей 

Линия 3 – с внесением 20–120 мг/л H2O2 в ходе пассажей 

Линия 4 – контроль без внесения H2O2 и с неадаптированными к H2O2 дрожжами 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 5.20 – % остаточного сахара в середине фазы брожения по мере адап-

тации клеток линии 3 к H2O2 в аэробных условиях в сравнении с клетками линии 4 

(без внесения H2O2 – контроль). 
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Рисунок 5.21 – Изменение бродильной активности дрожжей 9-го пассажа по ходу 

брожения. 

Линия 1 – без внесения H2O2 c дрожжами, адаптированными к H2O2. 

Линия 2 – с внесением 120 мг/л H2O2 в ходе пассажей 

Линия 3 – с внесением 40 мг/л H2O2 в ходе пассажей 

Линия 4 – контроль без внесения H2O2 и с неадаптированными к H2O2 дрожжами 

 

Таким образом, эффект улучшения показателей биосинтеза (выхода биомас-

сы, бродильной активности) при добавлении H2O2 может быть обусловлен как 

снижением обсемененности культуры, так и физиологическими изменениями, ко-

торые приводят, в частности, к уменьшению доли мертвых клеток в популяции 

(рис. 5.19). 

Как следует из данных, приведенных на рис. 5.22 и 5.23, действие мягкого 

ультрафиолета во многом аналогично действию пероксида водорода, при этом ре-

шающее значение для адаптации имеет фактор освещения. Доля мертвых клеток, 

подвергнутых действию одной и той же дозы пероксида либо УФ-излучения, при 

последующем нахождении в темноте составляет около 90% и 80% соответственно 

для 1-го пассажа. Без освещения доля мертвых остается высокой и к 10-ому пасса-

жу: примерно 70% при воздействия пероксида (рис. 5.22) и 60% при воздействии 

УФ (рис. 5.23). 
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Рисунок 5.22 – Изменение доли мертвых клеток в пассажах штамма Т 985 по 

мере адаптации к оптимальным дозам пероксида водорода при различном уровне 

освещения среды. 

Культивирование в колбах в аэробных условиях, начальная концентрация 

субстрата 30 г/л. Измерение доли мертвых клеток проводилось через 3 часа после 

воздействия пероксида. 
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Рисунок 5.23 – Изменение доли мертвых клеток в пассажах штамма Т 985 по 

мере адаптации к воздействию мягкого УФ при различном уровне освещения среды. 

Условия культивирования и измерения аналогичны рис. 5.22. 
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При освещении же среды доля мертвых клеток падает до уровня в контроле 

(без воздействия стресс-фактора) уже к 5-му пассажу. При этом возрастание интен-

сивности освещения с 40 мВт/л до 90 мВт/л не сказывается существенно на выжи-

ваемости и скорости адаптации клеток. Таким образом, достаточно рассеянного 

света с интенсивностью 40 мВт/л, чтобы восстановить жизнеспособность клеток. В 

полной темноте клетки не адаптируются ни к УФ, ни к H2O2 и погибают. Свет в 

данном случае, также как и для дрожжей р. Candida, выступает как антистрессор, 

помогающий клеткам преодолевать последствия оксидативного воздействия, веро-

ятно, через механизм фоторепарации. 

Адаптационные изменения и улучшение показателей биосинтеза при контро-

лируемом оксидативном стрессе, различия результатов культивирования на свету и 

в темноте подтвердились при проведении ферментации в биореакторе в контроли-

руемых условиях. 

Эксперименты проводились в лабораторном биореакторе с контролем и под-

держанием pH (4–4,5), при достатке кислорода в среде, или в анаэробном режиме, 

при уровне освещенности содержимого биореактора не менее 40 мВт/л (освещение 

лампами дневного света через стеклянную обечайку биореактора) или в темноте, и 

отслеживанием динамики накопления биомассы, потребления субстрата, измене-

ния сопутствующих показателей при использовании в качестве инокулята (объем 

внесения 6% от объема ферментационной среды) неадаптированных и адаптиро-

ванных к пероксиду (5-й и 10-й пассажи) дрожжей.  

На рис. 5.24 представлены результаты культивирования неадаптированных и 

адаптированных дрожжей штамма Т 985 в аэробных условиях в лабораторном био-

реакторе на среде с исходным содержанием сахарозы 30 г/л и освещением биореак-

тора. 

При использовании дрожжей 5-го пассажа конечный уровень накопления 

биомассы в аэробных условиях культивирования увеличивается на 11% по сравне-

нию с неадаптированным (контрольным вариантом), а при использовании 10-го 

пассажа – на 18%, при этом экономический коэффициент потребления субстрата Y 

в контроле составляет 0,087, а при использовании линии десятого пассажа увели-

чивается до 0,103.  

Для линии 10-го пассажа, полученной с внесением H2O2, доля мертвых клеток 

на всем протяжении роста ниже, чем в контрольной линии. Добавление пероксида 

водорода (0,6 г/л, момент внесения показан на рис. 5.24) в предстационарную фазу 

приводит к лизису клеток в контрольном варианте (рис. 5.24A): на момент оконча-

ния опыта после внесения H2O2 доля мертвых клеток достигает 68,3%, уровень 

биомассы падает на 37% по сравнению с тем же вариантом без внесения пероксида. 
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При культивировании же адаптированных дрожжей наблюдается даже некоторое 

увеличение выхода биомассы после добавления пероксида по сравнению с вариан-

тами без внесения H2O2. К концу опыта после внесения пероксида водорода при 

культивировании дрожжей 5-го пассажа на свету доля мертвых клеток составляет 

33%, а 10-го пассажа – 20,9% (рис. 5.24B, 5.24С). 

Как и при культивировании в колбах, при выращивании адаптированных к 

пероксиду линий дрожжей для возникновения физиологически благоприятных из-

менений важно освещение содержимого ферментационной среды видимым светом. 

В темноте после внесения H2O2 в предстационарной фазе культивирования через 10 

ч доля мертвых клеток составляла 73,4%, а на свету 33%, при этом для адаптиро-

ванной линии на свету внесение H2O2 не приводило к лизису клеток (рис. 5.24B). В 

контрольной же, неадаптированной линии на свету наблюдался лизис клеток (рис. 

5.24A). 

Положительные изменения у адаптированных линий дрожжей сказываются и 

на уменьшении лаг-фазы (рис. 5.25). По сравнению с контролем, продолжитель-

ность лаг-фазы при засеве дрожжей 10-го пассажа снижается более чем в 2 раза. 

При культивировании дрожжей неадаптированных, 5-го и 10-го пассажей значения 

удельных скоростей роста в экспоненциальной фазе изменялись незначительно и 

составляли около 0,26 ч
–1

. Однако скорость потребления субстрата в контроле вы-

ше, чем при использовании преадаптированных линий, что можно объяснить менее 

экономным потреблением субстрата дрожжами контрольной линии. 

Сразу же после внесения Н2О2 наблюдается кратковременное (продолжитель-

ность 1–2 мин) резкое увеличение содержания кислорода в среде, обусловленное 

выделением его при разложении пероксида. Однако в варианте с адаптированной к 

H2O2 культуры затем происходит резкое падение величины pO2 (рис. 5.26), что 

свидетельствует об усилении ее дыхательной активности по сравнению с неадап-

тированным вариантом. 

Положительные изменения у адаптированных к H2O2 линий наблюдаются и в 

изменении бродильной активности после переноса из аэробных условий в анаэроб-

ные. В целенаправленно проведенных экспериментах дрожжи вносились в среду в 

биореакторе и выращивались в течении 27 ч в аэробных условиях на среде с 30 г/л 

сахарозы при освещении биореактора или в темноте. Затем содержимое биореакто-

ра сливалось до объема 1 л, добавлялся 1 л свежей стерильной среды, при этом по-

сле добавления свежей среды концентрация сахарозы в среде составляла 150 г/л, и 

процесс ферментации продолжался в анаэробных условиях без внесения H2O2, при 

освещении биореактора или в темноте.  
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Рисунок 5.24 – Накопление биомассы и потребление субстрата штаммом са-

харомицетов Meyen Т 985 при росте в аэробных условиях в биореакторе (сахароза 

30 г/л). 

A – неадаптированная к H2O2 культура (контроль); B – адаптированная к H2O2 

линия 5-го пассажа; С – адаптированная к H2O2 линия 10-го пассажа. 

Цифрами у стрелок указана доля мертвых клеток. 
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Рисунок 5.25 – Определение лаг-фазы при культивировании дрожжей штамма 

Т 985 неадаптированных, 5-го и 10-го пассажей. 

 

 

Рисунок 5.26 – Изменение дыхательной активности при культивировании по-

сле внесения H2O2. 

1 - адаптированный 10-ый пассаж; 2 – контрольный, неадаптированный вариант 
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На рис. 5.27А–5.27D представлены результаты культивирования дрожжей 

штамма Т 985 неадаптированной и 5-го и 10-го пассажей адаптированных к H2O2 

линий в анаэробных условиях при освещении биореактора. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 5.27 – Динамика накопления биомассы и потребления субстрата 

клетками штамма Meyen Т 985 при анаэробном культивировании в биореакторе.  

A – адаптированная культура (инокулят – линия 5-го пассажа), рост в темноте; 

B – неадаптированная культура (контроль), рост на свету; C – адаптированная 

культура (инокулят – линия 5-го пассажа), рост на свету; D – адаптированная куль-

тура (инокулят – линия 10-го пассажа), рост на свету. 

Цифрами у стрелок указана доля мертвых клеток. 

 

Во всех вариантах лаг-фаза роста была примерно одинаковая (около 3 ч). Од-

нако удельные скорости роста биомассы в экспоненциальной фазе были у адапти-
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–1

 – для линии 10-го пассажа, 0,059 ч
–1
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–1

 – для неадаптированных дрожжей. 
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в этом случае составляла 47 ч, удельная скорость роста в экспоненциальной фазе – 

0,044 ч
–1

, а конечный выход биомассы снизился на 40%. Резко выросла и доля 

мертвых клеток: в середине экспоненциальной фазы роста – до 42%, к концу куль-

тивирования – до 92%. При этом бродильная активность была невелика, продолжи-

тельность брожения составила более 93 ч, а выход спирта – всего 4,1%.  

По окончании брожения концентрация сахарозы во всех вариантах не превы-

шала 1 г/л. Доля мертвых клеток в экспоненциальной и стационарной фазах роста в 

вариантах с адаптированными дрожжами была ниже.  

Выделение углекислого газа во всех вариантах начиналось примерно через 20 

мин. после долива свежей среды и перехода в анаэробный режим культивирования. 

Однако в культурах, растущих при освещении и засеянных клетками линий, адапти-

рованных к H2O2, брожение было существенно интенсивнее (рис. 5.28C, D) по сравне-

нию как с темновым вариантом (рис. 5.28A), так и с контрольной культурой, засеян-

ной клетками, не подвергавшимися воздействию пероксида водорода (рис. 5.28B). 

Наибольшая скорость сбраживания субстрата наблюдалась при использовании адап-

тированных дрожжей 10-го пассажа, несколько ниже, но тем не менее превышающая 

уровень контроля – при использовании дрожжей 5-го пассажа. 10-ый преадаптиро-

ванный пассаж завершал брожение через 52 ч, 5-ый – через 57 ч, а контроль с неадап-

тированной линией на свету – через 72,5 ч. 

Содержание этанола во всех вариантах было практически одинаково и состав-

ляло 6,2–6,4%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 5.28 – Бродильная активность при анаэробном культивировании 

штамма сахаромицетов Meyen T 985 в биореакторе.  

A – адаптированная культура (инокулят – линия 5-го пассажа), брожение в 

темноте; B – неадаптированная культура (контроль), брожение на свету; C – адап-

тированная культура (инокулят – линия 5-го пассажа), брожение на свету; D – 

адаптированная культура (инокулят – линия 10-го пассажа), брожение на свету. 
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 Рисунок 5.29 – Сопоставление изменения бродильной активности неадапти-

рованной и адаптированной линий дрожжей штамма SL-100 при культивировании 

в анаэробных условиях при освещении среды и подготовке посевного материала в 

аэробных условиях. 
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 Рисунок 5.30 – Сопоставление изменения бродильной активности неадапти-

рованной и адаптированной линий дрожжей штамма SL-100 при культивировании 

в анаэробных условиях при освещении среды и подготовке посевного материала в 

анаэробных условиях. 
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Аналогичные закономерности наблюдались для штамма SL-100. Доля мерт-

вых клеток на протяжении всех стадий роста и брожения была ниже при использо-

вании адаптированной линии по сравнению с долей в случае использования кон-

трольной, неадаптированной линии дрожжей. Такие изменения вели к повышению 

бродильной активности (рис. 5.29) и выхода этанола. Выход спирта при выращива-

нии посевного материала в аэробных или микроаэрофильных условиях в контроль-

ном варианте составил 4,1–4,4%, а при использовании адаптированных дрожжей 

10%-го пассажа – 4,7–5,1%. Остаточная концентрация сахарозы во всех случаях 

была ниже 1 г/л. 

В то же время при использовании линии дрожжей, которую пытались адапти-

ровать к H2O2 путем пересевов в анаэробных условиях, показатели роста и броже-

ния резко ухудшались (рис. 5.30). Доля мертвых клеток была высокая и превышала 

уровень в контроле на протяжении всех фаз культивирования. Лаг-фаза в контроле 

составила 7,5 ч, а при использовании «адаптированной» линии 10-го пассажа – 9 ч. 

Несмотря на то, что во втором случае уровень накопления биомассы был суще-

ственно выше, бродильная активность штамма, обработанного пероксидом водоро-

да, была ниже. Выход спирта в контроле составил 3,7%, а при использовании 

«адаптированной» линии – всего 1,9%. Во всех случаях в среде к концу брожения 

остаточное содержание сахарозы было высоким. 

Полученные результаты подтверждают факт отсутствия адаптации дрожжей 

штамма SL-100 к пероксиду в анаэробных условиях (см. рис. 5.16). 

Закономерен вопрос, чем может быть обусловлено благоприятное воздействие 

пероксида водорода на скорость накопления и выход биомассы, бродильную актив-

ность. Можно было бы предположить, что при культивировании в колбах без pH-

статирования повышение выхода биомассы при адаптации к H2O2 следует из спо-

собности дрожжей развиваться при более низких pH, поскольку благоприятные эф-

фекты не наблюдаются при невысоких концентрациях сахарозы в среде (5 г/л). В по-

следнем случае pH не успевает понизиться до достаточно низких значений к концу 

культивирования. Однако такому предположению противоречит результаты экспе-

риментов, проведенные в биореакторе с поддержанием оптимального pH.  

Другое объяснение может быть основано на стимулировании синтеза стери-

нов и ненасыщенных жирных кислот при действии окислительных стрессоров. У 

дрожжей-сахаромицетов особую роль в поддержании функций клеточных мем-

бран, высокой бродильной активности, жизнеспособности клеток и устойчивости 

их к этанолу играет эргостерин (провитамин D2). Внесение, например, эргостерина 

во время брожения усиливает бродильную активность, ауксотрофы по эргостерину 

начинают бродить в анаэробных условиях только после внесения эргостерина. Эр-
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гостерин не синтезируется в строго анаэробных условиях, но уже микроаэрофиль-

ного окружения достаточно для синтеза его в микроколичествах, необходимых для 

клетки и для поддержания бродильной активности [1144]. Поэтому на производ-

стве подготовку посевного материала проводят в микроаэрофильных условиях в 

присутствии небольших количеств молекулярного кислорода в среде культивиро-

вания, которые необходимы для синтеза ими стеринов, в частности, эргостерина, и 

ненасыщенных жирных кислот [917, 1145].  

Также известно, что синтез эргостерина усиливается при обработке клеток 

УФ излучением, что используется при его получении в реальном промышленном 

процессе [1146], т.е. воздействие стрессовых факторов на дрожжевые клетки может 

вести к адаптационным изменениям, сопровождающимися накоплением эргосте-

рина. Стимулирующее действие на образование стеринов дрожжами оказывают 

ингибиторы гликолиза, в качестве которых могут выступать различные химические 

окислители, УФ- и рентгеновское излучение. Таким образом, воздействие стресс-

факторов может использоваться в промышленных условиях для повышения выхода 

эргостерина, синтезируемого дрожжами S. cerevisiae, S. carlsbergensis, которые со-

держат его до 3–4 % по сухому весу, а некоторые штаммы при продолжительной 

инкубации до 8–10%.  

Если предположение об индукции эргостерина оксидативным стрессом верно, 

то можно было бы ожидать, что эффект адаптации к пероксиду водорода или уль-

трафиолету будет проявляться и при анаэробных условиях культивирования, чего, 

однако, не наблюдается для штамма SL-100 (рис. 5.16, 5.30). Кроме того, такое 

предположение кажется неубедительным и потому, что положительный эффект 

наблюдается в аэробных условиях, когда в среде достаточно кислорода для синтеза 

необходимых компонентов клеточных мембран: и в присутствии пероксида, и в от-

сутствие его. Также трудно объяснить тот факт, что при невысоких концентрациях 

сахарозы в исходной среде (порядка 5 г/л) эффект адаптации не наблюдается. 

Надо отметить, в наших экспериментах возникают схожие эффекты, наблюда-

емые как при совместном действии пероксида водорода и видимого света, так и 

ближнего ультрафиолета и видимого света, т.е. в общем случае – активных форм 

кислорода. Данные литературы, рассмотренной в главе 2, о наличии в клетках од-

них и тех же рецепторов, реагирующих на ближний ультрафиолет и на H2O2 [938-

940], и о кооперативном функционировании различных систем ответа на стресс и 

систем репарации при внутриклеточных повреждениях в стрессовых ситуациях 

подтверждают возможность такого схожего действия. 

Следуя данным [332, 348, 548, 619, 811], одно из возможных объяснений бла-

гоприятных изменений, наряду с повышением доли жизнеспособных клеток в по-
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пуляции, может заключаться в дерепрессии под действием АФК (H2O2, УФА-, 

УФБ-излучения) путей анаболизма, репрессируемых высокими концентрациями 

сахарозы. Действие стрессора повышает внутриклеточный пул NADPH, особенно 

необходимый для функционирования аппарата трансляции, активирует системы 

ответа на оксидативный стресс и пентозофосфатный цикл – ключевой для анаболи-

ческих путей биосинтеза. Его содержание может зависеть от внутриклеточной кон-

центрации H2O2.  

С другой стороны, известно, что высокие концентрации сбраживаемых угле-

водов у дрожжей-сахаромицетов активируют гликолиз и репрессируют аэробные 

пути анаболизма даже в присутствии кислорода (эффект Кребтри) [1146]. Одно-

временно репрессируется пентозофосфатный цикл, а с этим и реакции конструк-

тивного обмена. Это приводит к снижению выхода биомассы при повышении кон-

центрации сахаров в среде, что наблюдалось и в наших опытах. Так, при росте на 

среде с 5 г/л сахарозы конечный уровень накопления биомассы (штамм Т 985) в 

контроле составил 2,4–2,5 г/л, а с 30 г/л сахарозы – 2,1–2,3 г/л при полном сбражи-

вании субстрата. 

Дополнительные данные, свидетельствующие в пользу дерепрессии аэробных 

путей анаболизма под действием H2O2, были получены нами в ходе изучения изме-

нений в динамике роста биомассы, потребления субстрата, дыхательной активности. 

Таким образом, наблюдаемые изменения – повышение выхода биомассы, воз-

растание дыхательной и бродильной активности свидетельствуют в пользу предпо-

ложения о дерепрессии анаболических путей под действием пероксида водорода, 

что, наряду с повышением доли живых клеток, влечет за собой положительные из-

менения в отношении роста дрожжей-сахаромицетов и их бродильной активности. 

При этом важное значение для возникновения благоприятных изменений имеет 

фактор освещения клеток дрожжей видимым светом. Исходя из этого предположе-

ния, положительные эффекты комбинированного действия стресс- и антистресс-

факторов можно объяснить как сумма двух эффектов: с одной стороны, дерепрес-

сия пентозофосфатного цикла и реакций конструктивного обмена в случае высоких 

концентраций углеводов в среде, с другой, нивелирование отрицательного послед-

ствия стресса под действием антистрессоров, в частности, системы фоторепарации, 

при этом повышенные содержание NADPH и активность пентозофосфатного цикла 

сохраняются. 

В анаэробных условиях культивирования эти физиологические изменения мо-

гут неоднозначно влиять на рост и бродильную активность дрожжей. Конечный ре-

зультат будет определяться лимитирующим фактором. С одной стороны, если ли-

митирование определяется жизнеспособностью клеток, их физиологической актив-
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ностью, то повышение этих показателей может способствовать и повышению их 

бродильной активности в условиях анаэробиоза. С другой стороны, как следует из 

данных литературы, внесение пероксида водорода репрессирует в первую очередь 

гликолиз и если лимитирующей стадией брожения является именно гликолиз, то в 

анаэробных условиях следует ожидать подавления бродильной активности в адап-

тированных линиях дрожжей.  

Результаты экспериментов, проведенных в биореакторе в анаэробных услови-

ях со штаммами Т 985 и SL-100, адаптированными к H2O2, показали, что бродиль-

ная активность адаптированных линий дрожжей может быть выше, т.е. более ва-

жен фактор поддержания высокой доли жизнеспособных клеток в популяции и их 

физиологической активности. 

Проведенные исследования позволили предложить новый способ ведения 

процесса спиртового брожения с заменой традиционных для спиртовой промыш-

ленности средств термической стерилизации и закисления среды при получении 

условно-чистой культуры посевного материала на дрожжи, преадаптированные к 

пероксиду водорода, с целью уменьшения инфицированности процесса и повыше-

ния их бродильной активности.  

В этом случае подготовку посевного материала целесообразно проводить в 

аэробных или микроаэрофильных условиях при совместном воздействии H2O2 или 

мягкого ультрафиолета диапазона УФА/УФБ. Такую стресс-индуцированную ли-

нию дрожжей необходимо вести постоянно, т.е. путем периодических пересевов на 

среду с содержанием сбраживаемых углеводов 30 г/л и более, периодическим вне-

сением H2O2 в дозах 0,3–0,6 г/л при содержании дрожжевых клеток в ферментаци-

онной среде не менее 1–2 г/л в условиях освещения среды культивирования види-

мым светом при уровне энергетической освещенности порядка 20–100 мВт/л. В 

этом случае могут быть получены культуры микроорганизмов, устойчивые к воз-

действию отмеченных доз H2O2, при этом для адаптации микробных популяций и 

получения положительных эффектов требуется от 3 до 8 пассажей (10–30 микроб-

ных генераций). Преадаптированное к оксидативному стрессу состояние сохраня-

ется на протяжении не более 2–3 пассажей (около 8–12 микробных генераций). 

Накапливать биомассу микроорганизмов следует в биореакторе в аэробных усло-

виях с периодической подпиткой субстратом (неразбавленным зерновым суслом 

или другим) и внесением H2O2 2–3 раза за цикл накопления небольшими порциями 

в количестве 0,1–1 г/л (по 100% H2O2) на стадии активного роста при содержании 

клеток дрожжей не менее 0,2–0,5 г/л, лучше 2–3 г/л, содержании субстрата (по 

глюкозе или сахарозе) – 30 г/л и более. В этих условиях резкого торможения роста 

дрожжей не наблюдается, повышается жизнеспособность дрожжевых клеток, их 
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скорость роста и бродильная активность. Последующий ферментационный процесс 

также необходимо вести в условиях освещения видимым светом той же интенсив-

ности, но без внесения пероксида водорода. 

Оценки показывают, что обработка дрожжей малыми дозами H2O2 и видимого 

света низкой интенсивности, удобная с методической, технологической и экологи-

ческой точек зрения, и ведение ферментационного процесса по предложенному 

способу позволят поддерживать высокую физиологическую активность клеток 

дрожжей, повысить удельную скорость роста дрожжей, их бродильную активность 

на 10–30%, выход этанола на 2–5%, сократить время брожения в периодических 

условиях на 30%, время приготовления маточной культуры дрожжей в 2–3 раза, 

суммарное содержание примесей (сивушных масел, органических альдегидов и 

кислот) в сброженном сусле в 1,5–3 раза. При этом повышается устойчивость 

дрожжей к закислению среды, дольше сохраняется физиологическая активность 

клеток и продуктивность биореактора, снижается общая обсемененность. 

Обнаруженные эффекты преадаптации к оксидативному стрессу и данные о 

положительном влиянии H2O2 на показатели ферментационного процесса позволи-

ли предложить ряд запатентованных нами ресурсосберегающих решений, которые 

могут быть положены в основу использования новых способов культивирования и 

создания малосточных высокопроизводительных систем ферментации. Они пред-

полагают получение культур микроорганизмов, приобретших устойчивость к пе-

роксиду водорода путем ступенчатой адаптации на фоне освещения среды культи-

вирования видимым светом, и последующее их выращивание с целью синтеза или 

трансформации различных соединений при внесении в среду небольших количеств 

H2O2 по ходу процесса.  

На предложенный способ этанольного брожения с внесением H2O2 и освещени-

ем среды получен патент РФ. Способ может найти применение в спиртовом произ-

водстве при получении пищевого этанола и технического этанола (биотоплива). 

 

5.2.4. Культивирование молочнокислых бактерий с оксидативным  

воздействием 

 

Оксидативное воздействие было апробировано применительно к молочнокис-

лым бактериям как возможный способ повышения их биосинтетической активно-

сти и показателей молочнокислого брожения в условиях, отклоняющихся от благо-

приятных. Такие отклонения могут наблюдаться при голодании по субстрату, по-

ниженной концентрации ростовых факторов, повышенной плотности популяции, 

снижении pH, повышенных температурах, т.е. в условиях, которые часто возника-
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ют в ферментационных процессах при отклонении технологических параметров от 

заданных значений. В качестве основного приема изучалось комбинированное воз-

действие малых доз пероксида водорода и видимого света с использованием про-

цедуры адаптации популяции штамма-продуцента L. paracasei B4079 к воздей-

ствию H2O2. 

 

5.2.4.1. Адаптация к оксидативному стрессу и изменение показателей 

культивирования 

 

Для проведения основных исследований предварительно определили разовую 

сублетальную дозу внесения пероксида водорода как 0,3 г/л, при которой логарифм 

числа жизнеспособных клеток популяции первого пассажа падает не более чем 

вдвое через 1 час после внесения в экспоненциально растущую популяцию бакте-

рий с содержанием 10
10

 КОЕ/мл. После экспозиции к этой разовой дозе остается 

(10
5
–10

6
)/мл жизнеспособных клеток, что достаточно для возобновления роста при 

последующих пассированиях к H2O2. 

Последующее пассирование культуры проводили в колбах на базовой среде 

MRS на фоне воздействия сублетальных доз H2O2 с учетом возможного влияния 

видимого света на стрессированную популяцию лактобацилл, в частности, через 

механизм фоторепарации, наличие которого у бактерии Lactobacillus casei, близко-

родственной к штамму-продуценту L. paracasei, было показано еще в 1959 г. 

[1040].  

 

Таблица 5.4 – Варианты пассирования и показатели культивирования L. 

paracasei B4079 в колбах с внесением H2O2 для линий первого пассажа. 

Обозначение Условия 

С1 Высокая (200 г/л) 

концентрация глю-

козы, в среде мела 

нет 

С1к 

Т1 

Т1к 

С2 Высокая (200 г/л) 

концентрация глю-

козы, в среде при-

сутствует мел 

С2к 

Т2 

Т2к 

С3 Низкая (30 г/л) кон-

центрация глюкозы, 

в среде мела нет 
С3к 

Т3 

Т3к 
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В табл. 5.4 приведено описание вариантов ведения линий молочнокислых 

бактерий при пассировании. Культивирование проводилось как на свету (линии 

С1–С3), так и в темноте (линии Т1–Т3). Н2О2 вносили в количестве 0,3 г/л при 

наступлении фазы замедленного роста (при стандартных условиях культивирова-

ния – на 18-й час после пересева) во все линии С1–С3 и Т1–Т3. Для каждого экспе-

римента вели контрольные линии молочнокислых бактерий с пассированием на 

той же среде, но без внесения Н2О2 (линии С1к–С3к и Т1к–Т3к). 

На рис. 5.31 и 5.32 приведены данные по изменению уровня накопления био-

массы в линиях на свету и в темноте по мере увеличения количества пассажей при 

внесении H2O2 для вариантов, представленных в табл. 5.4. 

Видно, что: 

1) во всех контрольных линиях наблюдается постепенное падение уровня накоп-

ления биомассы по мере пассирования; 

2) для контрольных линий на свету и в темноте различия небольшие, т.е. свет не 

влияет на культуры, не подвергавшиеся оксидативному стрессу; 

3) наибольшее падение наблюдается для линий, пересеваемых при высоких кон-

центрациях глюкозы без стабилизации pH мелом, что понятно, поскольку такие 

условия вызывают осмотический шок и pH шок, неблагоприятно действующие 

на рост и численность популяции бактерий; падение в линиях, поддерживае-

мых на среде с содержанием глюкозы 30 г/л, возможно, также обусловлено не-

благоприятными воздействиями, а именно длительным голоданием культуры 

после исчерпания субстрата в среде (время культивирования в каждом пассаже 

в среднем составляло 48 ч); 

4) для линии C2, поддерживаемой на свету при концентрации глюкозы в исход-

ной среде 200 г/л и стабилизации pH мелом, и линии С3, поддерживаемой при 

концентрации глюкозы в исходной среде 30 г/л, наблюдается стабилизация 

уровня накопления биомассы после 4–5-го пассажей, существенно превыша-

ющего таковой в контрольных линиях. 

Таким образом, освещение является значимым фактором при пересевах с вне-

сением H2O2. В условиях полной темноты (линии Т) во всех вариантах МКБ с вне-

сением пероксида водорода росли хуже при пассировании, однако достаточно было 

рассеянного дневного освещения в некоторых линиях (С2–С3), чтобы показатели 

роста стабилизировались (рис. 5.31, 5.32). На свету молочнокислые бактерии адап-

тируются к действию H2O2, накапливают существенно больше биомассы, чем в 

контроле, и в этих условиях проявляют чувствительность к видимому свету отно-

сительно невысокой интенсивности. 
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Рисунок 5.31 – Изменение конечного уровня накопления биомассы при культи-

вировании на свету по мере увеличения количества пассажей при внесении и без вне-

сения H2O2 (среднее время культивирования в каждом пассаже составляло 48 час). 

 

 
 

Рисунок 5.32 – Изменение конечного уровня накопления биомассы при куль-

тивировании в темноте по мере увеличения количества пассажей при внесении 

H2O2 (среднее время культивирования в каждом пассаже составляло 48 часов). 
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Рисунок 5.33 – Кривые роста L. casei при культивировании на свету и в темноте.  

Слева – 10 пассаж, справа – 20 пассаж.
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Рисунок 5.34 – Изменение конечной концентрации молочной кислоты при 

культивировании L. paracasei B4079 на свету по мере увеличения количества пасса-

жей при внесении (C3) и без внесения (C3к) H2O2.  

 

Рисунок 5.35 – Изменение конечной концентрации молочной кислоты при 

культивировании L. paracasei B4079 в темноте по мере увеличения количества пас-

сажей при внесении (T3) и без внесения (T3к) H2O2.  

 

 



336 

 

 

А 

 

Б 
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В 

Рисунок 5.36 – Сравнительные хроматограммы (культивирование на свету и в 

темноте) образцов культуральной жидкости пассированных линий лактобацилл при 

различных вариантах культивирования. 

А – Т3, С3 – культивирование на свету и в темноте, концентрация глюкозы низ-

кая (30 г/л); Б – Т2, С2 – культивирование на свету и в темноте, концентрация глюко-

зы высокая (200 г/л), в среде присутствует мел; В – Т1, С1 – культивирование на све-

ту и в темноте, концентрация глюкозы высокая (200 г/л), в среде мела нет. 

 

 



338 

         

Рисунок 5.37 – Падение в оптической плотности суспензии микроорганизмов (выраженное как |ΔOD|) для контрольных и 

стрессированных линий, но пересеваемых уже без внесения H2O2,  при проведении тестовых острых опытов на устойчивость к 

пероксиду водорода (пероксид водорода добавлялся в типичной сублетальной концентрации, время экспозиции составляло 1 час; 

1–5 – номера пассажей; аликвоты отбирались в поздней стационарной фазе). 

.
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На рис. 5.33 приведены данные по динамике роста клеток продуцента 10 и 20-

го пассажей при культивировании в колбах. В данном случае Н2О2 вносили в коли-

честве 0,1 г/л. Видно, что количество жизнеспособных клеток при культивирова-

нии на свету во всех случаях выше на порядок по сравнению с культивированием в 

темноте. При невысоком содержании глюкозы в среде (линии C3, С3к, Т3, Т3к) на 

свету клетки с такой же скоростью (в пассаже 10) или существенно медленнее (в 

пассаже 20) отмирают при добавлении пероксида водорода, чем без добавления 

H2O2. Напротив, в темноте во всех случаях скорость отмирания клеток при добав-

лении H2O2 существенно выше, чем без добавления. Таким образом, данные по ди-

намике отмирания популяции также свидетельствуют в пользу возможного благо-

приятного совместного действия пероксида водорода и видимого света на выжива-

емость микробных клеток в определенных условиях культивирования.  

На рис. 5.34, 5.35 приведены данные по изменению уровня накопления мо-

лочной кислоты на свету и в темноте по мере увеличения количества пассажей при 

внесении H2O2 при ведении линии на среде с исходной концентрацией глюкозы 30 

г/л. Видно, что по мере адаптации к внесению пероксида водорода наблюдается 

прирост в количестве накапливаемой молочной кислоты, причем на свету этот 

прирост существеннее с приближением к почти 100% уровню конверсии глюкозы в 

молочную кислоту. 

На рис. 5.36 приведены данные хроматографического анализа образцов куль-

туральной жидкости лактобацилл для различных вариантов пассирования. Из дан-

ных хроматограмм видно, что конечная концентрация МК при пассивировании на 

свету выше чем в темноте, а содержание побочных веществ и остаточных компо-

нентов питания ниже. При высоких концентрациях глюкозы в отсутствие в среде 

мела (Т1, С1) компоненты питательной среды (пики 2, 3, 4) расходуются неполно-

стью, соответственно концентрация молочной кислоты (пик 1) низкая.  

На среде с содержанием глюкозы 30 г/л в опытах в колбах была оценена ско-

рость потери устойчивости к оксидативному стрессу (деадаптация) при пассирова-

нии адаптированной линии на свету и в темноте без добавления пероксида водоро-

да. Контролем служила нестрессированная культура, для которой также проводи-

лось пассирование с использованием и без использования освещения.  

Оценка проводилась на устойчивость к пероксиду водорода путем отбора 

аликвот стрессированной суспензии из колб на свету и в темноте, которые перено-

сились в плоскодонные 96-ти луночные планшеты, в пробы добавлялся H2O2 и че-

рез 1 час измерялось падение оптической плотности суспензии. На рис. 5.37 пред-

ставлены данные по падению оптической плотности суспензии микроорганизмов 
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(выраженное как |ΔOD|) для контрольных и стрессированных линий при проведе-

нии тестовых острых опытов. 

Видно, что для контрольных линий освещение не играет существенной роли – 

падение оптической плотности практически идентично для вариантов культивиро-

вания на свету и в темноте. Однако для стрессированных вариантов линия на свету 

медленнее теряет устойчивость к пероксиду водорода, чем линия в темноте. По-

скольку в данных экспериментах H2O2 в среду не вносился, наблюдаемое различие 

свидетельствует в пользу того, что положительное действие освещения стрессиро-

ванной линии видимым светом обусловлено физиологическими и биохимическими 

различиями в популяциях на свету и в темноте, а не, например, различиями в ско-

рости распада вносимого пероксида водорода в среде на свету и в темноте.  

Также видно, что чувствительность стрессированной линии к H2O2 без внесе-

ния последнего в среду культивирования к пятому пассажу приближается к чув-

ствительности контрольной линии, поскольку разница в изменении OD по сравне-

нию с контролем, явно выраженная для первого пассажа, становится незначитель-

ной к пятому (последнему) пассажу (рис. 5.37), т.е. к пятому пассажу происходит 

практически полная деадаптация популяции бактерий к пероксиду водорода. 

Таким образом, результаты экспериментов с адаптацией культуры молочно-

кислых бактерий L. paracasei B4079 к внесению сублетальных доз пероксида водо-

рода показали положительное совместное действие пероксида водорода и видимо-

го света на сохранение физиологической активности популяции молочнокислых 

бактерий, при этом на свету молочнокислые бактерии лучше адаптируются к дей-

ствию сублетальных доз H2O2, накапливают существенно больше биомассы и мо-

лочной кислоты, более полно потребляют компоненты питания и меньше образуют 

побочных продуктов жизнедеятельности, их выживаемость и физиологическая ак-

тивность выше, чем в контроле и в темноте. Стрессированная культура молочно-

кислых бактерий L. paracasei B4079 приобретает чувствительность к низкоинтен-

сивному видимому свету. Возможно, такая чувствительность может быть обуслов-

лена значимостью функционирования системы фоторепарации при оксидативном 

стрессе. Полная потеря устойчивости к оксидативному стрессу происходит после 5 

пассирований на среде без внесения пероксида водорода.  

 

5.2.4.2. Культивирование адаптированной к оксидативному стрессу  

линии в биореакторе 

 

С устойчивыми  к пероксиду водорода линиями Т3 и С3 молочнокислых бак-

терий L. paracasei B4079 была проведена серия экспериментов с культивированием 
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в биореакторе Minifors (INFORS HT, Швейцария) с рабочим объемом 3 л на базовой 

минеральной среде MRS с содержанием глюкозы – 110 г/л, дрожжевого экстракта – 

7,5 г/л. 

Полученные данные подтвердили, что воздействие малыми дозами пероксида 

водорода и видимого света на адаптированную к оксидативному стрессу линию 

продуцента существенно снижает количество примесных продуктов в культураль-

ной жидкости и повышает на 2,3% выход молочной кислоты.  

На рис. 5.38 представлены результаты культивирования в условиях оксида-

тивного стресса с освещением (средняя освещенность на поверхности обечайки 

ферментера – 10800 Лк) и затемнением ферментационной среды. В данном случае 

среда с компонентами питания и добавленными 0,3 г/л пероксида водорода предва-

рительно выдерживалась в стерильных условиях в течение 24 час на свету, после 

чего вносился инокулят (выращенная на среде MRS адаптированная культура 22 

пассажа). Видно, что при использовании преадаптированной к внесению H2O2 ли-

нии и затемнении ферментационной среды наблюдается существенное торможение 

роста и биосинтеза молочной кислоты – до 30 час включительно по сравнению с 

ростом на свету. Это свидетельствует в пользу того, что эффект обусловлен не мо-

дификацией питательной среды в результате протекания каких-либо химических 

или фотохимических реакций окисления, а связан именно с биологическими фото-

чувствительными процессами.  

Сопоставление УФ-спектров водных растворов H2O2, растворов H2O2 c ком-

понентами питательной среды показало отсутствие сколь-нибудь существенных 

реакций химического окисления. 

Таким образом, совокупные данные показали, что скорость распада пероксида 

водорода за счет реакции с компонентами питательной среды незначительна, то 

есть наблюдаемый в ходе культивирования эффект нивелирования токсичного воз-

действия H2O2 не связан с протеканием фотохимических процессов распада H2O2, а 

обусловлен биологическими процессами, возможно, фоторепарацией или другими 

фоточувствительными биологическими реакциями. 

На рис. 5.39 представлены кривые потребления субстрата, накопления молоч-

ной кислоты и биомассы в ходе культивирования преадаптированных к оксидатив-

ному стрессу линий с воздействием теплового шока. В данном случае на 7 час от 

начала культивирования на 15 мин поднимали температуру до 52 
о
С. Культивиро-

вание проводили как на свету, так и в темноте.  
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Рисунок 5.38 – Накопление биомассы, потребление глюкозы и накопление 

молочной кислоты при культивировании стрессированной линии на свету и в тем-

ноте в условиях предварительного суточного выдерживания питательной среды на 

свету с пероксидом водорода. Точка «0» на оси абсцисс соответствует моменту 

внесения инокулята. 

 

Б/м, г/л Гл, МК, г/л 



 

 

343 

 

 

Рисунок 5.39 – Сопоставление показателей роста при сублетальной темпера-

туре 52 
о
С: 

1. Неадаптированная к оксидативному стрессу линия, культивирование про-

водилось с освещением содержимого ферментера. 

2. Неадаптированная к оксидативному стрессу линия, культивирование про-

водилось с затемнением содержимого ферментера. 

3. Адаптированная к оксидативному стрессу линия, культивирование прово-

дилось с освещением содержимого ферментера. 

4. Адаптированная к оксидативному стрессу линия, культивирование прово-

дилось с затемнением содержимого ферментера. 

 

Видно, что кривые накопления молочной кислоты и потребления субстрата 

для контрольных ферментаций на свету и в темноте не имеют существенных раз-

личий, то есть фактор освещения в данном случае не имеет значения при использо-

вании линий, не подвергавшихся ранее оксидативному стрессу (т.е. непреадапти-

рованной культуры). При использовании же линий, адаптированных к оксидатив-

ному стрессу, скорость сбраживания субстрата заметно выше, особенно в условиях 

освещения ферментационной среды, о чем наиболее явно свидетельствуют кривые 

потребления субстрата. 

Таким образом, культура молочнокислых бактерий, преадаптированная к 

стрессовому воздействию пероксида водорода, на свету становится более устойчи-
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вой и к сублетальному температурному воздействию, что свидетельствует о «пере-

крестной адаптации» и участии фоточувствительных процессов при ответе на ок-

сидативный стресс и тепловой шок. 

Дополнительные эксперименты показали, что у изученного штамма L. paracasei 

наблюдается перекрестный адаптивный ответ между оксидативным стрессом и ос-

мотическим стрессом, однако между оксидативным стрессом и голоданием и окси-

дативным стрессом и закислением среды перекрестного ответа вероятнее всего не 

возникает. Возникновение же светочувствительности наблюдается только для куль-

туры, подверженной оксидативному воздействию. 

Возникновение именно такого сочетания перерестной адаптации к стрессо-

вым воздействиям можно объяснить, как и в случае с дрожжами рр. Saccharomyces 

и Candida, экологическими условиями обитания молочнокислых бактерий, а имен-

но в одной из экологических ниш – на поверхности растений (в эпифитной зоне). В 

такой природной экологической нише преимущество получают те молочнокислые 

бактерии, которые могут использовать свет (фоторепарацию) для устранения по-

вреждающих воздействий АФК, и одновременно устойчивые к тепловому и осмо-

тическому воздействию. Условия голодания и закисления среды не являются отли-

чительными признаками эпифитной зоны растений по сравнению с другими эколо-

гическими нишами. 

Применительно к управляемому культивированию молочнокислых бактерий 

можно заключить, что их популяция, преадаптированная к оксидативному воздей-

ствию в условиях освещения ферментационной среды, обладая более высокими це-

левыми показателями биосинтеза, будет более устойчивой к сублетальным воздей-

ствиям температуры и осмотического давления. Последнее, в частности, может 

иметь технологическое значение в процессе сушки при получении препаратов на 

основе живых клеток молочнокислых бактерий. 

Таким образом, результаты, полученные в экспериментах с пассированием 

штамма L. paracasei B4079 к пероксиду водорода, указывают на то, что: 

 наблюдается процесс адаптации и деадаптации штамма L. paracasei 

B4079 к пероксиду водорода; 

 стрессированная пероксидом культура становится чувствительной к 

воздействию небольших доз видимого света; 

 при использовании линий штамма-продуцента, адаптированных к 

воздействию пероксида водорода на фоне воздействия низкоинтенсивного 

видимого света, возможно достижение относительно небольших, но стабильно 

наблюдаемых положительных эффектов в отношении повышения доли 

жизнеспособных клеток, сохранения биосинтетической активности продуцента, 
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увеличения выхода молочной кислоты, снижения содержания побочных 

внеклеточных продуктов метаболизма – примесей в бесклеточной 

культуральной жидкости, которые влияют на дальнейшее выделение молочной 

кислоты. 

Наличие перекрестной адаптации к различным видам стресса расширяет воз-

можности управляемого культивирования микроорганизмов, поддержания целевой 

физиологической и биохимической активности продуцента при отклонении режимов 

культивирования от регламентных.  

Исследования по культивированию продуцента L. paracasei B4079 в условиях 

комбинированного воздействия пероксида водорода и видимого света показали, что 

вариантом дальнейшего совершенствования процесса молочнокислого брожения, в 

том числе в мембранном биореакторе, может быть использование контролируемого 

оксидативного воздействия. Не исключено, что в МБР такое воздействие может не 

только улучшить показатели ферментации, но и снизить расход ростовых факторов, 

а также содержание примесей в фильтрате культуральной жидкости и в получаемом 

полупродукте на стадии выделения молочной кислоты, и, как следствие, – улучшить 

экономические показатели микробиологического получения молочной кислоты. 

 

5.3. Культивирование галобактерий с целью получения  

бактериородопсина 

 

В экспериментах с галобактериями отправной точкой исследований являлось 

выяснение управляющих факторов, влияющих на выработку бактериородопсина 

при культивировании галобактерий. Учитывая положительные результаты, кото-

рые были получены при культивировании дрожжей в условиях контролируемого 

оксидативного воздействия при совместном действии оптимальных доз пероксида 

водорода и видимого света, основное внимание акцентировали на возможной важ-

ной роли стрессовых воздействий и систем ответа на стрессы в жизнедеятельности 

и метаболизме галобактерий. Выяснению роли других факторов в изменении мета-

болизма ГБ хотя и уделялось достаточное внимание [1539], однако результаты та-

ких исследований не привели к созданию эффективных методов и технологий по-

лучения БР.  

Обращалось внимание на следующие моменты: 

- максимизация выхода бактериородопсина; 

- возможность улучшения показателей биосинтеза с учетом контролируемого 

оксидативного воздействия; 
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- возможное прооксидантное, стрессорное и антистрессорное влияние компо-

нентов питательной среды и продуктов их окисления на показатели биосинтеза; 

- апробация культивирования с адсорбентом; 

- апробация подходов с культивированием антиоксидантов. 

В работе использовались штаммы галобактерий Halobacterium salinarum, про-

дуцирующие наиболее существенное количество бактериородопсина среди экстре-

мальных галофилов.  

Конкретные задачи исследований с продуцентами H. salinarum включали: 

- выбор штаммов, преимущественно синтезирующих бактериородопсин; 

- сравнительный анализ изменения ростовых характеристик и биосинтетиче-

ской активности штаммов H. salinarum в различных режимах ферментации; 

- отработка методов культивирования на основе выявленных закономерностей; 

- апробация культивирования с контролируемым оксидативным воздействием 

и различных вариантов совершенствования ферментационного процесса с учетом 

возможных прооксидантных и антиоксидантных свойств. Если превалирует проок-

сидантное воздействие, вызывающее оксидативный стресс и подавляющее жизне-

деятельность микроорганизмов, то эффективными могут оказаться приемы, ниве-

лирующие такое воздействие. 

 

5.3.1. Выбор исходных и получение мутантных штаммов 

 

У галобактерий биосинтез может быть направлен по нескольким относи-

тельно устойчивым путям, в частности, по каротинсинтезирующему и по бакте-

риородопсинсинтезирующему путям. При преобладании первого пути колонии 

клеток галобактерий окрашены в оранжевый цвет, при преобладании второго пу-

ти – имеют сиреневый оттенок. 

В качестве исходных использовались штаммы галобактерий Halobacterium 

salinarum ET 1001, его мутанты 353П (клетки окрашены в оранжевый цвет), ST-033 

(клетки окрашены в сиреневый цвет). Мутант H. salinarum 353П, накапливающий 

бактериородопсин и С50-каротиноид бактериоруберин, получен Л.Н. Чекулаевой, 

штамм ST-033 – Д.А. Складневым. Все штаммы были предоставлены Д.А. Склад-

невым (ФГУП ГосНИИ генетики и селекции микроорганизмов, г. Москва). 

Штамм ET 1001, из которого были получены мутанты 353П и ST-033, харак-

теризуется пониженным содержанием каротиноидов при достаточно высоком 

уровне накопления бактериородопсина – около 45 мг/л [1409], что облегчает выде-

ление пурпурных мембран и бактериородопсина. 
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В предварительных экспериментах с предоставленными штаммами, прове-

денных в качалочных колбах на стандартной питательной среде и при высеве на 

агаризованную питательную среду, наблюдали неудовлетворительную воспроизво-

димость и нестабильность результатов, зачастую при отсутствии значимого роста 

галобактерий, большую вариабильность в морфологии и цвете колоний при высеве 

на чашки Петри и в цвете суспензии галобактериальных клеток при выращивании в 

колбах. Так, при пересеве штамма ST-033 на среде с агаром (при освещении) появ-

лялись оранжевые колонии (около 10% и более от общего числа колоний), встреча-

лись и белые колонии. Такая нестабильность может быть обусловлена свойствами 

используемых штаммов, а также вариациями в составе органических компонентов 

питательных сред, наличием в них нежелательных примесей. В этой связи было 

решено провести серию экспериментов по получению мутантных штаммов из ис-

ходных с оценкой их устойчивости к морфологическому расщеплению, способно-

сти к росту и накоплению БР на стандартной питательной среде.  

Для получения мутантов был использован стандартный метод индуцирован-

ного мутагенеза с облучением суспензии клеток жестким ультрафиолетом (λ=254 

нм) и его модифицированный вариант. Стандартная процедура, использованная 

первоначально, проводилась следующим образом. Клетки галобактерий с предста-

ционарной стадии роста концентрировали в 5 раз и ресуспендировали в 2 мл мине-

ральной основы. Полученную суспензию с концентрацией ГБ около 15 г/л перено-

сили в открытую чашку Петри и облучали с расстояния 15 см от источника, после 

чего высевали на агаризованную среду. 

При сублетальном облучении наиболее продуктивного по бактериородопсину 

сиреневого штамма ST-033 жестким УФ по стандартной методике окраска колоний 

первоначально получаемых сиреневых мутантов была нестабильна: при последу-

ющем пересеве на агаризованную питательную среду появлялись колонии разного 

цвета. Расщепление у мутантов штамма ST-033 на сиреневые, оранжевые и белые 

колонии было более выражено при выращивании на свету, как и у исходного 

штамма. При выращивании в темноте сиреневые клоны практически не расщепля-

лись, расщепление оранжевых и белесых клонов мало зависело от освещения. Ис-

ходя из этих наблюдений, предположили, что свет индуцирует расщепление у 

штаммов, содержащих БР. 

При облучении мягким УФ штамма ST-033 наблюдалось лишь небольшое 

возрастание изменчивости в цвете колоний по сравнению с исходным штаммом. 

Облучение оранжевого штамма 353П не приводило к сколько-нибудь выраженным 

сдвигам в изменчивости. 
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Нестабильность морфо-физиологических признаков может быть обусловлена 

как свойствами используемых штаммов, так и вариациями условий внешней среды, 

например, уровня освещенности (что наблюдалась в вышеописанных эксперимен-

тах), обеспеченностью субстратом, составом компонентов питания, наличием ин-

гибиторов и стимуляторов различных путей метаболизма и т.д. Учитывая эти фак-

торы, было решено модифицировать методику облучения и отбора мутантных кло-

нов, моделируя природные условия обитания галобактерий, в которых большую 

роль может играть гетерогенность среды, наличие микроагрегатов, градиентов 

концентраций субстратов и продуктов метаболизма, уровня освещенности, концен-

трации кислорода. В качестве такого фактора, обеспечивающего микрогетероген-

ность условий, было решено использовать гранулированный активированный 

уголь, инкапсулированный в агар
1
. Гранулы угля АГ-3 добавлялись в количестве 

15–20 г/л при приготовлении агаризованной среды. Уголь также добавлялся в жид-

кую питательную среду (в марлевом мешочке в количестве 20–30 г/л) при выращи-

вании клеток ГБ, в последующем подвергаемых облучению жестким УФ. 

Предварительные эксперименты показали, что непосредственный контакт 

клеток галобактерий с углем вызывает их сорбцию в порах гранул и контакт с сор-

бированными углем вредными для клеток веществами, что приводит к гибели и ли-

зису клеток. Инкапсулирование в агар предотвращает непосредственный контакт 

клеток с углем, но не препятствует диффузии сорбируемых веществ – потенциаль-

ных ингибиторов биосинтеза.  

Эксперименты проводили со штаммом ST-033. Добавление угля в жидкую пи-

тательную среду с выращиваемым штаммом на предстационарной стадии роста 

приводило к исчезновению желтого оттенка ее окраски и возрастанию насыщенно-

сти сиреневым цветом, обусловленным цветом выращиваемых клеток бактерий. 

Через 6–8 ч после внесения угля в колбу 2 мл суспензии вносилось на чашку Пет-

ри, где находилась агаризованная среда с распределенными в ней гранулами угля, 

суспензия распределялась шпателем по поверхности агара. После этого поверх-

ность агара облучалась жестким УФ. 

При приготовлении суспензии и облучении клеток по такому модифициро-

ванному варианту с использованием угля клетки выживали и после 3–5 мин. облу-

чения. При этом непосредственно над гранулами угля преимущественно встреча-

лись оранжевые колонии, рядом с гранулами доминировали сиреневые клоны, вда-

ли от гранул – белые. Высев клонов, образующих сиреневые колонии, на чашки 

Петри показал, что в большинстве своем они не расщеплялись на субклоны с раз-

                                                 
1
Использование активированного угля, его инкапсулированной в агар формы и мо-

дифицированная методика облучения предложены С.В. Калёновым [1914]. 
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ной цветовой окраской. С другой стороны, если на чашки Петри высевалась сус-

пензия, полученная в колбах без внесения угля, то наблюдалась изменчивость в 

цвете колоний. Полученные результаты свидетельствуют, что в индукции цвето-

вого расщепления колоний могут участвовать некие компоненты исходной 

питательной среды или продукты метаболизма, которые поглощаются углем. 

По результатам опытов с облучением клеток по модифицированной методике 

на среде с углем было отобрано несколько клонов (штаммов) различного цвета с 

колоний наибольшего размера. 

Способность отобранных клонов к росту и накоплению БР были протестиро-

ваны на среде с триптоном Serva (5 г/л), дрожжевым экстрактом Organotechnie (2 

г/л) и глицерином (4 мл/л) в качалочных колбах. Характеристики полученных му-

тантов и штамма ST-033 при росте на данной среде приведены в табл. 5.5.  

 

Таблица 5.5. Ростовые и биосинтетические показатели некоторых из полу-

ченных штаммов в сравнении со штаммом ST-033 

Мутант, 

штамм 

Удельная ско-

рость роста в экс-

поненциальной 

фазе, ч
–1 

Цвет суспензии 

на 7-ые сутки 

культивирования 

Выход биомас-

сы (7 сут. куль-

тивирования), 

г/л 

Выход БР  

(7 сут. куль-

тивирования), 

мг/л 

ST-033 0,054-0,056 Розово-

сиреневый 

3–3,3 40-45 

UM-7 0,056 Розово-

сиреневый 

3,4 45–50 

UM-17 0,054–0,056 Пурпурный 3–3,3 70–75 

UM-21 0,056 Розово-

сиреневый 

3,4 20–25 

UM-23 0,057 Розово-

сиреневый 

3,75 40–45 

UM-44 0,055 Розово-

сиреневый 

3,4 50–55 

UM-53 0,064 Оранжевый 5,8 5–10 

UM-79 0,042 Белый 2,5 – 

UM-92 0,056 Розово-

сиреневый 

2,96 40–45 

UM-93 0,062 Оранжево-

желтый 

4,4 5–10 

UM-111 0,055 Розово-

сиреневый 

3,7 55–60 

 

Все оранжевые клоны имели сходные ростовые характеристики, накапливали 

больше биомассы по сравнению с клонами, окрашенными в другие цвета, но выра-

батывали мало БР.  
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По результатам тестирования в качестве наиболее перспективного был ото-

бран штамм UM-17, колонии которого при росте на агаризованной среде окрашены 

в пурпурный цвет, показавший наибольшую способность к синтезу БР в качалоч-

ных колбах при приемлемых ростовых характеристиках. 

Сравнительная динамика накопления биомассы исходными и отобранными 

штаммами галобактерий в периодических условиях представлена на рис. 5.40. 
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Рисунок 5.40 – Сравнительная динамика накопления биомассы исходными и 

полученными штаммами галобактерий в периодических условиях. 

Оранжевый – UM-53, сиреневый – UM-17, белый – UM-79, ET-1001 – 353П, 

ST-033 – ST-033. 

 

В стандартных условиях культивирования в колбах на качалке штамм UM-17 

накапливает бактериородопсина 70–75 мг/л, что в 1,6–1,8 раз больше, чем исход-

ный штамм ST-033, и не расщепляется на разноокрашенные клоны при пересеве. 

Оранжевые клоны, как и 353П, отличаются более высокой скоростью роста и 

уровнем накопления биомассы, однако накапливают к концу ферментации не более 

5–10 мг/л БР. Белые клоны хуже растут, чем окрашенные и практически не накап-

ливают БР и каротиноиды. 

Стабильность свойств выделенного штамма UM-17 в отношении синтеза БР 

при пересевах и последующем росте была проверена в асептических и неасептиче-

ских условиях на свету и в темноте. Всего было проведено 10 пассажей, и резуль-

таты экспериментов показали, что штамм не только сохраняет свои ростовые и 
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биосинтетические характеристики при пересевах на свету, но и увеличивает свою 

биосинтетическую активность: накопление биомассы к 10-му пассажу выросло 

примерно на 15%, а бактериородопсина с 65 мг/л до 75 мг/л.  

При пересеве в темноте при большем, чем на свету, накоплении биомассы 

удельное содержание БР к 10-му пассажу снижалось более чем в 2 раза. В неасеп-

тических условиях результаты были нестабильны и при высеве клеток на агаризо-

ванную среду появлялись оранжевые колонии. 

Пересевы и выращивание штамма UM-17 в последующем, если это не огово-

рено особо, проводились в стерильных условиях с инокулятом 5–10 пассажей. 

Таким образом, в ходе первого этапа исследований с галобактериями был вы-

делен штамм UM-17, колонии которого при росте на агаризованной среде были 

окрашены в пурпурный цвет, показавший наибольшую способность к синтезу БР в 

качалочных колбах при приемлемых ростовых характеристиках и стабильный при 

пересевах в асептических условиях. 

 

5.3.2. Выявление основных факторов, определяющих активность  

культуры галобактерий в отношении синтеза бактериородопсина 

 

С наиболее перспективным штаммом UM-17 была проведена серия экспери-

ментов, в которой выявлялись основные факторы, определяющие активность куль-

туры галобактерий в отношении синтеза бактериородопсина. Определяли наиболее 

подходящие условия роста галобактерий и синтеза БР, прежде всего такие наибо-

лее очевидные для ферментации, как состав питательной среды, pH, интенсивность 

аэрации, освещенность. 

Применяемые в биологической промышленности сухие пептоны и триптоны 

являются продуктами ферментативного гидролиза белков. При их приготовлении 

глубина и степень гидролиза трудно регулируема, поэтому в различных марках 

этих источников аминокислот и ростовых факторов соотношения продуктов с вы-

сокой и низкой степенью расщепления белка непостоянны. Кроме того, они могут 

содержать желчные кислоты, сильно угнетающие развитие галобактерий [1536-

1538]. Поэтому прежде всего важно было проверить способность к росту штамма 

UM-17 и накопление им БР на средах с различными марками триптонов, пептонов, 

дрожжевых экстрактов при варьировании концентрации их в питательной среде. 

Опыты проводились в качалочных колбах. 

В качестве источников органического углерода было испытано 4 триптона и 

пептона и 2 дрожжевых экстракта различных фирм, а именно: 
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- триптон 1 – триптон (гидролизат казеина, получаемый обработкой трипси-

ном) фирмы «Serva»; 

- триптон 2 – триптон фирмы «Hispanlab» (Испания); 

- пептон 3 – пептон Difco; 

- пептон 4 – пептон Hispanlab; 

- дрожжевой экстракт 1 (YE1) – фирма «Hispanlab»; 

- дрожжевой экстракт 2 (YE2) – фирма «Organotechnie». 

Результаты испытаний показали, что марка дрожжевого экстракта не влияет 

на рост и цвет галобактерий. Существенных отличий не наблюдалось и при ис-

пользовании дрожжевых экстрактов других фирм-производителей. 

На рис. 5.41 представлена динамика накопления биомассы и синтеза бактери-

ородопсина штаммом UM-17 на некоторых из тестированных композиций сред с 

добавлением глицерина. 
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Рисунок 5.41 – Сравнительная характеристика роста биомассы и накопления 

БР штаммом UM-17 на средах с различным составом органических компонентов и 

добавлением глицерина. 

A – 5,5 г/л дрожжевого экстракта Organotechnie, 4 мл/л глицерина; B – 5 г/л 

триптона Hispanlab, 2 г/л дрожжевого экстракта Organotechnie, 4 мл/л глицерина; C 

– 5 г/л триптона Serva, 2 г/л дрожжевого экстракта Organotechnie, 4 мл/л глицерина. 

1 – накопление биомассы, 2 – накопление бактериородопсина. Энергетическая 

интенсивность освещения 70 мВт/л. 
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Наибольшая оптическая плотность достигается при росте на триптоне 

Hispanlab, однако наибольшее содержание БР наблюдается для триптона Serva. 

Среда на триптоне Hispanlab, а также чистом дрожжевом экстракте (YE) имеет ко-

нечные оттенки ржаво-желтого цвета, что говорит о малом выходе бактериородоп-

сина и повышенном содержании каротиноидов. 

При использовании в качестве источника углерода только дрожжевого экс-

тракта и глицерина (рис. 5.41, вариант A) максимальный выход БР составил 

11 мг/л, конечный уровень биомассы около 2 г/л, удельная скорость роста 0,041 ч
–1

. 

На триптоне Serva с дрожжевым экстрактом и глицерином (рис. 5.41, вариант 

C) конечный уровень биомассы составил 3 г/л, удельная скорость роста в экспо-

ненциальной стадии – 0,054 ч
–1

, максимальное накопление БР – 75 мг/л. На трип-

тоне Hispanlab с дрожжевым экстрактом и глицерином конечный уровень биомас-

сы – 3,7 г/л, удельная скорость роста – 0,1 ч
–1

, максимальное накопление БР – 43–

44 мг/л. Аналогичная картина наблюдалась при культивировании штамма ST-033 

на тех же питательных средах, однако накопление им бактериородопсина состави-

ло лишь 55–60% от уровня штамма UM-17. 

Как видно из динамики роста биомассы (рис. 5.41), после достижения уровня 

накопления биомассы 1,9–2,1 г/л наступает стадия ее линейного роста, что 

обусловлено дефицитом в обеспечении среды кислородом в условиях качалочных 

колб, однако такое лимитирование кислородом благоприятно для синтеза БР. В 

дальнейшем, в стационарной фазе роста микроорганизмов, наблюдается падение 

содержания БР (рис. 5.41, варианты A, B). 

Качественные изменения в состоянии культуры хорошо прослеживаются по 

спектрам лизатов. На рис. 5.42 приведены спектры лизатов галобактерий по ходу 

выращивания на триптоне Serva (5 г/л), дрожжевом экстракте Organotechnie (2 г/л) 

и глицерине (4 мл/л) в сравнении со спектром лизата, полученного при 

выращивании на среде с триптоном Hispanlab. После 96–100 ч культивирования в 

спектрах наряду с пиком БР (λ=568 нм) начинают проявляться пики каротиноидов 

(λ=480–550 нм). Они тем ярче выражены, чем дольше проводится 

культивирование. Штамм UM-17 на 162 ч накапливает до 75 мг/л БР, а на 210 ч 

содержание БР снижается до 50–55 мг/л. При использовании триптона Hispanlab 

ярко выраженные пики каротиноидов проявляются уже на 158 ч культивирования. 

Содержание БР к этому времени составляет 44 мг/л, а на 210 ч падает до 38 мг/л. 

При использовании среды с дрожжевым экстрактом, но без триптона или пептона, 

пики каротиноидов проявляются еще раньше. 
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Рисунок 5.42. – Изменения в спектрах лизатов по ходу культивирования 

штамма UM-17. 

1–4 – среда содержит триптон Serva, 5 – среда содержит триптон Hispanlab. 

Время культивирования: 1 – 45 ч; 2 – 93 ч; 3 – 162 ч; 4 – 210 ч, 5 – 158 ч. 

 

В целом данные, представленные на рис. 5.41–5.42 указывают на отсутствие 

прямой зависимости между накоплением биомассы в ходе культивирования и син-

тезом бактериородопсина, скорее напротив, при высоком уровне накопления био-

массы синтез бактериородопсина репрессируется и синтезируются каротиноиды, 

пики которых начинают проявляться уже на ранних стадиях роста. 

Последующие опыты проводились со штаммом UM-17 на среде, обеспечив-

шей наилучшие показатели синтеза бактериородопсина (триптон Serva с дрожже-

вым экстрактом Organotechnie и глицерином). В качестве основной использовалась 

среда состава, г/л: NaCl – 250, MgSO4
x
7H2O – 20, KCl – 2, цитрат Na – 3, триптон 

фирмы Serva – 5, дрожжевой экстракт Organotechnie – 2, глицерин, мл/л – 4. 

Апробировали различные типичные подходы к повышению показателей куль-

тивирования: 

- культивирование с подпиткой питательной средой; 

- изменение интенсивности аэрации и уровня освещения; 

- изменение состояния и дозы посевного материала; 

- культивирование с добавлением отработанной культуральной жидкости. 

Эксперименты, проведенные с исходными штаммами 353П, ST-033, и полу-

ченными сиреневым UM-17, оранжевым UM-53, белым UM-79 (см. табл. 5.5), вы-
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ращиваемыми в качалочных колбах, показали, что при подпитке стерильными вы-

сококонцентрированными растворами вносимых компонентов исходный штамм 

353П и оранжевый штамм UM-53 способны накапливать относительно высокий 

уровень биомассы (10–14 г/л по сухой биомассе) с экономическими коэффициен-

тами выхода биомассы 0,58 г АСБ/г и 0,43 г АСБ/г комплексного органического 

субстрата соответственно. Однако при этом наблюдается низкое содержание БР в 

среде, не более 5–8 мг/л. Штаммы ST-033 и UM-17, имеющие сиреневую окраску, 

накапливали биомассу до уровня 4–5 г/л с экономическим коэффициентом выхода 

биомассы 0,25–0,27 г АСБ/г комплексного органического субстрата при суще-

ственно большем содержании БР по сравнению с исходными штаммами. Без под-

питки сиреневый штамм ST-033 нарабатывал около 45 мг/л БР, после подпитки его 

содержание падало до 20–25 мг/л. Штамм UM-17 нарабатывал около 70 мг/л БР, а 

после подпитки – 37 мг/л. Белый штамм UM-79, в котором отсутствуют и кароти-

ноиды, и бактериородопсин, накапливал наименьшее количество биомассы (Y = 

0,18 г АСБ/г субстрата). Во всех случаях по мере возрастания числа подпиток рост 

культуры прекращался, цвет суспензии стремился к ржаво-желтому. 

Таким образом, клоны или штаммы галобактерий, окрашенные в оранжевый 

цвет и в сиреневый цвет, существенно различались по физиологическим характе-

ристикам. Оранжевые штаммы были способны накапливать биомассу при подпитке 

в 2–2,5 раз больше, чем сиреневые, однако они мало накапливали бактериородоп-

сина. Учитывая, что оранжевый цвет штаммов обусловлен повышенным содержа-

нием каротиноидов, был сделан вывод, что эти штаммы накапливают много био-

массы, но мало бактериородопсина и наоборот, накапливающие мало каротинои-

дов, – меньше биомассы, но синтезируют повышенные количества БР. 

Исходя из наблюдаемых различий в опытах с подпиткой, было предложено 

два варианта объяснения такого влияния накапливающихся продуктов. 

1. Учитывая различия в поведении по-разному окрашенных клонов, экологиче-

ские условия среды обитания галобактерий, а также физиолого-биохимическую роль 

и свойства каротиноидов как веществ-антиоксидантов, вещества-индукторы, имею-

щиеся или накапливающиеся в среде культивирования галобактерий и переключа-

ющие метаболизм ГБ на синтез каротиноидов, могут быть, в частности, продуктами 

перекисного окисления компонентов питательной среды. Эти продукты стимулиру-

ют синтез каротиноидов, выполняющих защитные функции в отношении роста и 

накопления биомассы. При этом каротиногенез у сиреневых клонов в определенной 

степени заблокирован, поэтому такие клоны более чувствительны к перекисным со-

единениям и накапливают меньше биомассы в процессе культивирования. 
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2. В процессе культивирования накапливаются продукты метаболизма ГБ – 

ингибиторы роста ГБ и биосинтеза БР. Клоны, вырабатывающие преимущественно 

каротиноиды, накапливают гораздо меньше ингибиторов роста ГБ и больше инги-

биторов синтеза БР по сравнению с клонами, накапливающими БР. Однако, с этим, 

вторым предположением плохо согласуется факт уменьшения содержания БР в 

биомассе сиреневых клонов после подпитки ферментационной среды органиче-

ским субстратом. 

Как указывалось выше (см. раздел 3.1.4.3), значимыми факторами, стимули-

рующими образование пурпурных мембран и накопление бактериородопсина гало-

бактериями, являются пониженное содержание кислорода в среде культивирования 

и освещенность среды [1157, 1530, 1532].  

Опыты, проведенные со штаммами UM-17 и ST-033 в колбах на качалке и в 

биореакторе, показали, что, как и следовало ожидать, с увеличением интенсивно-

сти аэрации конечный уровень накопления биомассы возрастал, однако наиболь-

шее накопление БР наблюдалось при умеренной аэрации. Так, при удельной вво-

димой мощности падающего света на единицу объема 15–20 мВт/л (в пересчете на 

длину волны 555 нм) существенного понижения скорости прироста биомассы не 

наблюдалось при уменьшении среднего уровня содержания растворенного кисло-

рода вплоть до 7%. Однако при уровнях растворенного кислорода 20% и более 

удельное содержание БР уменьшалось, а пики каротиноидов в спектрах лизатов 

становились все более выраженными. Такие данные согласуются с режимами аэра-

ции, рекомендованными в литературе [1539], согласно которым концентрация рас-

творенного кислорода должна поддерживаться в интервале 10–20%. 

При культивировании в колбах на качалке при 50 мл среды в колбе накапли-

валось около 70–75 мг БР на 1 л. При 75 мл – 55–60 мг/л, при 25 мл – не более 45 

мг/л, при этом удельное содержание БР в биомассе было практически одинаково 

при 50 и 75 мл среды в колбах и существенно ниже при наибольшей аэрации (25 мл 

среды в колбах). 

При снижении интенсивности освещения с 15–20 мВт/л вплоть до 13–14 мВт/л 

в опытах на колбах падения удельного содержания БР и накопления биомассы не 

наблюдалось. Дополнительное экранирование колб от света с целью дальнейшего 

снижения освещенности приводило к уменьшению удельного содержания БР. 

Несколько неожиданной оказалась разница в накоплении биомассы на свету и 

в темноте. Вопреки ожиданиям, в ряде экспериментов накопление биомассы в тем-

ноте на 5–10% опережало накопление на свету. Такие результаты можно объяснить 

либо ингибированием дыхания светом [1510, 1526], либо стимулированием образо-

вания ингибиторов роста на свету. Последнее предположение согласуется с выска-
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занным выше предположением об образовании продуктов окисления компонентов 

среды, отрицательно влияющих на рост ГБ. На свету скорость образования таких 

продуктов, например в результате процессов фотохимического окисления, может 

быть выше. В то же время, при выращивании ГБ на свету и использовании иноку-

лята, полученного на свету, выход БР был наибольший, как и следовало ожидать 

согласно литературным данным [1157]. При пересеве штамма UM-17 со света на 

свет содержание БР составило 73 мг/л, со света в темноту – 62 мг/л, с темноты на 

свет – 36 мг/л, с темноты в темноту – 29 мг/л. Цвет суспензии к концу культивиро-

вания при использовании инокулята, полученного в темноте, был более желтый, и 

спектр лизатов свидетельствовал о более высоком содержании каротиноидов отно-

сительно содержания бактериородопсина. Цвет суспензии при использовании ино-

кулята, полученного на свету, был пурпурный. 

Если исходить из предположения об отрицательном влиянии света на рост ГБ 

вследствие более интенсивного образования ингибиторов роста на свету, то тогда 

следует сделать вывод о меньшем влиянии этих продуктов на синтез БР по сравне-

нию с их влиянием на рост ГБ. В пользу предположения о большем накоплении 

ингибиторов биосинтеза на свету свидетельствуют и наблюдения о большей часто-

те образования оранжевых клонов штаммом ST-033 на свету, чем в темноте при 

высеве его на твердую среду. При пересевах и выращивании штамма на твердой 

среде в темноте оранжевых клонов появляется крайне мало. Эти данные также со-

гласуются с предположением о накоплении в среде культивирования веществ, в 

частности, продуктов перекисного окисления компонентов питательной среды, пе-

реключающих метаболизм ГБ на синтез каротиноидов. Их более интенсивное 

накопление на свету приводит к повышению частоты расщепления сиреневых 

(пурпурных) клонов с образованием оранжевых колоний. В любом случае, незави-

симо от механизмов воздействий света, кислорода и компонентов питательной сре-

ды на биосинтез у галобактерий, очевидно необходимо учитывать, что: 

1) свет непосредственно стимулирует синтез бактериородопсина; 

2) свет может индуцировать образование продуктов фотохимического окисле-

ния части веществ, содержащихся в питательной среде, и этим опосредованно сти-

мулировать синтез каротиноидов как компонентов антиоксидантных систем и ре-

прессировать синтез бактериородопсина; 

3) кислород благоприятно влияет на накопление биомассы, а при большом со-

держании в ферментационной среде, непосредственно репрессирует синтез БР; 

4) кислород может индуцировать образование продуктов химического окис-

ления части веществ, содержащихся в питательной среде, и этим опосредованно 
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стимулировать синтез каротиноидов как компонентов антиоксидантных систем и 

репрессировать синтез бактериородопсина.  

Совокупный результат сочетанного воздействия света и кислорода может 

определяться всеми четырьмя отмеченными воздействиями, преобладанием одних 

изменений над другими. Очевидно, должны быть оптимальные диапазоны освеще-

ния среды и аэрации, в максимальной степени способствующие накоплению био-

массы галобактерий и бактериородопсина. 

Эксперименты показали, что скорость роста и уровень накопления биомассы в 

определенной степени зависят и от состояния посевного материала, а именно его 

дозы и фазы роста. Оптимальным является внесение 4% инокулята. При таком за-

севе накапливается 70–75 мг/л БР, постферментационная среда имеет сиреневый 

(пурпурный) оттенок. При меньших и больших дозах засева насыщенность получа-

емой суспензии желтым цветом более выражена, выход БР меньше при практиче-

ски одинаковом накоплении биомассы.  

С увеличением возраста посевного материала наблюдалось лишь незначи-

тельное уменьшение скорости и конечного уровня накопления биомассы, при этом 

достоверные отличия в уровне накопления БР выявлены не были. 

Внесение инокулята с отделением клеток от культуральной жидкости или без 

отделения не влияло существенно на результаты ферментации. Этот факт также 

свидетельствует в пользу предположения о накоплении ингибиторов биосинтеза 

непосредственно из компонентов питательной среды. При малых дозах засева фаза 

активного роста продлевается и за большее время культивирования может нако-

питься существенно больше рост-угнетающих продуктов побочных реакций, в ко-

торых могут участвовать компоненты питательной среды. 

Меру воздействия возможных метаболитов и продуктов окисления компонен-

тов питательной среды, ингибирующих рост галобактерий и синтез ими бактерио-

родопсина, иллюстрируют результаты опытов с внесением определенной доли от-

работанной культуральной жидкости (ОКЖ) в исходную среду культивирования 

(рис. 5.43–5.45). 

Видно, что для штамма UM-17 существенное торможение роста наблюдается, 

лишь когда содержание ОКЖ в исходной питательной среде составляет более 60% 

общего объема среды культивирования (рис. 5.43). Однако снижение в уровне 

накопления БР начинается уже при внесении ОКЖ в объеме 1/5 от общего объема 

питательной среды (рис. 5.44). Спектры лизатов, полученные для штамма UM-17 в 

этих вариантах экспериментов, демонстрируют, что с увеличением доли внесенной 

ОКЖ увеличивается содержание каротиноидов по отношению к содержанию БР 

(рис. 5.45). 
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Рисунок 5.43 – Динамика накопления биомассы штамма UM-17 при внесении 

отработанной культуральной жидкости в исходную питательную среду. 

1 – контроль, без внесения ОКЖ, 2 – с внесением 1/5 части ОКЖ от общего 

объема, 3 – 2/5 объема, 4 – 3/5 объема, 5 – 4/5 объема. Во всех вариантах исходная 

среда с внесенной ОКЖ содержала одно и то же количество органического суб-

страта. 

 

Рисунок 5.44 – Цвет суспензии и уровень накопления БР штаммом UM-17 при 

культивировании с внесением отработанной культуральной жидкости в исходную 

питательную среду. 

1 – контроль, без внесения ОКЖ, 2 – с внесением 1/5 части ОКЖ от общего 

объема, 3 – 2/5 объема, 4 – 3/5 объема, 5 – 4/5 объема. Измерение БР проводилось в 

конце (на 163 ч) культивирования. 
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Рисунок 5.45 – Спектры лизатов биомассы штамма UM-17 при культивировании 

с внесением отработанной культуральной жидкости в исходную питательную среду. 

1 – контроль, без внесения ОКЖ, 2 – с внесением 1/5 части ОКЖ от общего 

объема, 3 – 2/5 объема, 4 – 3/5 объема.  

 

Выработка каротиноидов определяет изменения в цвете суспензии вариантов 

– конечный цвет суспензии меняется с увеличением доли ОКЖ в исходной среде от 

сиреневого до ржаво-желтого (рис. 5.44). Результаты культивирования штамма ST-

033 с добавлением ОКЖ были аналогичны результатам, полученным со штаммом 

UM-17 за исключением варианта с добавлением 4/5 объема ОКЖ, при котором 

наблюдался рост штамма ST-033. Возможно, это обусловлено тем, что штамм ST-

033 менее чувствителен к накапливаемым ингибиторам метаболизма, поскольку он 

изначально содержит существенно больше каротиноидов и меньше бактериородоп-

сина и неустойчив – расщепляется при пересеве на твердые среды на сиреневые, 

оранжевые и белые клоны. Такие отличия свидетельствуют в пользу возможной 

роли каротиноидов в устранении негативного влияния ингибиторов в ферментаци-

онной среде. 

Таким образом, результаты опытов с внесением ОКЖ свидетельствуют, что 

хотя в постферментационной среде и содержатся ингибиторы ГБ, но существенное 

торможение их роста наблюдается лишь при возврате очень высокой доли ОКЖ – 

более 60% от объема среды, т.е. ингибирование роста ГБ, обусловленное накопле-

нием продуктов жизнедеятельности ГБ, выражено лишь в незначительной степени. 

Более чувствителен к ингибиторам, содержащимся в ОКЖ, синтез бактериородоп-
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сина. Для сохранения показателей роста доля отработанной среды по отношению к 

исходной не должна превышать 15–20%. Учитывая, однако, что в ОКЖ могут со-

держаться и продукты, образующиеся абиотически из исходных компонентов сре-

ды, предположение о роли метаболитов биологического происхождения, как един-

ственного фактора ингибирования роста ГБ и синтеза БР, представляется не совсем 

обоснованным. 

 

5.3.3. Исследование эффекта «старения» среды 

 

Предположение, что основными ингибиторами роста ГБ и синтеза БР могут 

быть продукты, образующиеся при протекании побочных абиотических реакций с 

участием компонентов питательной среды, получило наиболее убедительное под-

тверждение в опытах с изучением эффекта старения среды. Такое «старение» мо-

жет быть обусловлено образованием продуктов химического и/или фотохимиче-

ского окисления из органических компонентов питательной среды при ее хране-

нии. Эти продукты могут ингибировать рост и биосинтез.  

Было обращено внимание, что уже при культивировании на 2-х суточной сре-

де, заготовленной впрок и хранящейся при комнатной температуре и дневном 

освещении, наблюдались существенно худшие рост галобактерий и накопление БР. 

Аналогичные, но более интенсивные процессы старения среды могут протекать и в 

ходе культивирования галобактерий (5–7 суток культивирования при температуре 

37–38 
o
C и аэрации).  

Как уже было отмечено при обзоре литературы (см. раздел 2.4) такие соеди-

нения как липиды, которые могут входить в состав примесей используемых орга-

нических субстратов, могут подвергаться процессам перекисного окисления [364]. 

В эти реакции могут вступать и другие классы соединений, включая аминокислоты 

[1015]. Образовавшиеся вещества могут оказывать токсическое действие на липи-

ды мембран ГБ, другие структуры, вызывать у ГБ состояние оксидативного стресса 

и индуцировать синтез веществ-антиоксидантов, участвующих в ответе бактерий 

на стресс-факторы, в частности, каротиноидов [333, 635, 636, 638]. Имеются также 

сообщения [333, 638, 657], что каротиноиды в определенных условиях приобрета-

ют прооксидантные свойства. При взаимодействии их как антиоксидантов с актив-

ными формами кислорода в реакциях окисления – дезактивации могут образовы-

ваться токсичные соединения. 

С целью выяснения роли фактора «старения» среды были проведены опыты, в 

которых стерильная среда перед засевом инокулятом находилась на качалке без за-
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сева 2, 4, 6 суток при аэрации и освещении – с последующим выращиванием 

штамма UM-17. Результаты опытов представлены на рис. 5.46. 
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Рисунок 5.46 – Влияние «возраста» питательной среды на накопление биомас-

сы штаммом UM-17. 

1 – с внесением инокулята в свежеприготовленную среду, 2 – 2 сут. аэрации и 

освещения стерильной среды до засева, 3 – 4 сут. аэрации и освещения среды до 

засева, 4 – 6 сут. аэрации и освещения среды до засева. 

 

Как видно из представленных данных, уровень накопления биомассы законо-

мерно падал с увеличением «возраста» среды перед засевом. К концу культивиро-

вания активного по синтезу БР штамма UM-17 на среде с предварительной аэраци-

ей и освещением ее в течение 6 сут. накопление биомассы составило лишь около 

50% по сравнению с использованием свежеприготовленной среды (рис. 5.46). Со-

держание БР после 160 ч культивирования составило: для свежеприготовленной 

среды – 72 мг/л, при использовании двухсуточной питательной среды – 37 мг/л, че-

тырехсуточной – 22 мг/л, шестисуточной – 14 мг/л. Суспензия клеток в варианте со 

свежей средой имела насыщенный сиреневый цвет. По мере увеличения возраста 

среды наблюдалось все более и более существенное изменение цвета суспензии с 

увеличением доли ржаво-желтых оттенков и убыванием сиреневого, что свиде-

тельствовало о возрастании количества каротиноидов. При этом эффект изменения 

цвета не был обусловлен изменением цвета исходной среды при старении: среда 

при аэрации и освещении без засева своих цветовых свойств не изменяла в течение, 
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по крайней мере, 12 сут. после нахождения при 37 
о
C и аэрации при Nоб. меш. =150 

об./мин. 

Штамм ST-033, менее активный в отношении синтеза БР и накапливающий 

больше каротиноидов в аналогичных опытах, оказался менее чувствительным к 

«старению» среды по сравнению со штаммом UM-17.  

Дополнительные опыты показали, что эффект ингибирования более выражен 

при выдерживании среды на свету по сравнению с выдерживанием в темноте. 

Насыщенность сиреневого цвета в варианте со свежей средой и оранжево-желтого 

цветов в варианте «состаренной» среды на свету была больше, чем в вариантах в 

темноте. 

Такая сильная зависимость конечных результатов от возраста среды, особенно 

для более активного по синтезу БР штамма UM-17, свидетельствует, что старение 

среды, проявляющееся в абиотическом накоплении ингибиторов биосинтеза, 

является одним из ключевых факторов, влияющих на рост биомассы ГБ и 

синтез БР. 

Наиболее вероятно, что в питательной среде протекают процессы химиче-

ского и фотохимического окисления ее компонентов, приводящие к ингиби-

рованию роста галобактерий, синтеза ими БР и к индукции синтеза каротино-

идов [654]. На свету эти процессы более интенсивны, поскольку наряду с химиче-

ским окислением компонентов среды, происходит и их фотохимическое окисление. 

Чем больше возраст среды, тем больше образующихся токсичных продуктов, 

меньше уровень накопления биомассы и БР, отчетливее и раньше проявляются пи-

ки каротиноидов в спектрах лизатов. Можно предположить, что продукты химиче-

ского и фотохимического окисления, приводящие к образованию перекисных и ра-

дикальных частиц [348, 654], участвуют в регуляции синтеза каротиноидов и БР на 

внутриклеточном уровне, стимулируя в первую очередь синтез каротиноидов (жел-

то-ржавый оттенок) и репрессируя синтез БР, а также стимулируя расщепление ис-

ходного клона на субклоны разного цвета. О возможности такого расщепления и 

образования мутантов под действием продуктов перекисного окисления аминокис-

лот и других органических соединений свидетельствуют и данные литературы 

[1015]. 

Накопление ингибиторов роста и биосинтеза – продуктов химических и 

фотохимических реакций, очевидно, происходит и по ходу культивирования 

параллельно с накоплением биомассы. Совместное действие продуктов абиоти-

ческих и биотических процессов – ингибиторов метаболизма – приводит к замед-

лению роста галобактерий и накопления ими бактериородопсина, ухудшению ка-

чества посевного материала. 
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5.3.4. Влияние пероксида водорода и мягкого УФ-излучения 

 

Вывод о возможном участии перекисных частиц в регуляции синтеза кароти-

ноидов и БР, стимулировании ими синтеза каротиноидов и репрессии синтеза БР 

был подтвержден в прямых опытах с внесением H2O2 в среду культивирования га-

лобактерий, а также с облучением суспензии галобактерий мягким ультрафиолетом 

(УФА-диапазона). 

В опытах с внесением H2O2 в среду культивирования штамма UM-17 предва-

рительно была найдена критическая концентрация пероксида водорода, не приво-

дящая к инактивации клеток ГБ, а именно 0,4–0,6 г H2O2 на 1 л среды. Однако ре-

зультат внесения 0,5 г/л H2O2 зависел от фазы роста. Внесение такого количества 

пероксида в момент засева и в поздней стадии роста приводило к гибели клеток ГБ, 

при внесении в момент активного роста гибели популяции не наблюдалось, однако 

БР накапливалось существенно меньше: 27 мг/л БР – при внесении H2O2 на 18-ый 

час культивирования, 39 мг/л БР – при внесении на 44-ый час, и 77 мг/л – в контро-

ле без внесения H2O2. Цвета суспензии клеток в вариантах с внесением H2O2 были 

оранжевые, в спектрах лизатов присутствовали пики каротиноидов. Цвет суспен-

зии в контрольном варианте – сиреневый. Следует заметить, что в данном случае 

использовались галобактерии, неадаптированные к H2O2. 

Аналогичные изменения наблюдались при воздействии разных сублетальных 

доз мягкого ультрафиолета. После облучения конечный уровень накопления биомас-

сы был выше, чем в контроле без облучения. Эти различия по сравнению с необлу-

ченным вариантом были тем меньше, чем позже была облучена суспензия галобакте-

рий. В накоплении БР наибольшие различия также наблюдались при облучении куль-

туры во время засева. С увеличением продолжительности облучения цвет суспензии 

ГБ в конце культивирования приобретал все более выраженный оранжевый оттенок, а 

в спектрах лизатов пики каротиноидов становились все более явными. 

Таким образом, непосредственное воздействие сублетальных доз пероксида 

водорода или УФА излучения стимулирует синтез каротиноидов и накопление 

биомассы галобактерий и репрессирует синтез бактериородопсина. 

Высевы на агаризованную среду штамма UM-17, подвергнутого воздействию 

H2O2 или мягкого ультрафиолета, показали, что культура к 3-му пассажу приобрета-

ет свои первоначальные характеристики в отношении роста и выработки БР. При 

высеве ее на агаризованную среду наблюдались типичные колонии без расщепления. 

Таким образом, H2O2 или мягкий ультрафиолет не вызывали образования стабиль-

ных мутантных линий галобактерий. 
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Взаимосвязь между накоплением биомассы, каротиноидов, бактериородопси-

на можно объяснить, исходя из экологической стратегии регуляции метаболизма у 

галобактерий. 

Непосредственно на поверхности воды или твердых субстратов содержание 

кислорода и освещенность видимым светом и ультрафиолетом Солнца высокие. В 

таких условиях активируется аэробное дыхание, окислительное фосфорилирование, 

выход биомассы повышается, образуется повышенное количество активных форм 

кислорода (перекисей и др.), а с этим активируется и синтез каротиноидов, выпол-

няющих антиоксидантные, защитные функции в отношении накопления биомассы; 

бактериородопсин не нужен. В толще воды или биопленок наблюдается дефицит 

кислорода, ультрафиолетовое излучение сильно ослаблено, видимого света доста-

точно. В этих условиях аэробное дыхание и окислительное фосфорилирование ре-

прессировано, каротиноиды не нужны, но нужен бактериородопсин, позволяющий 

клеткам получать дополнительную энергию в результате светозависимой генерации 

трансмембранного градиента протонов в условиях дефицита кислорода. 

Исходя из представленных результатов исследований по значимости влияния 

на рост галобактерий и накопление бактериородопсина экологические и биологи-

ческие факторы могут быть ранжированы следующим образом (в порядке убыли 

значимости): особенности штамма > интенсивность аэрации ≈ продукты перекис-

ного окисления компонентов среды > состав триптонов или пептонов, входящих в 

питательную среду > уровень освещения ≈ доза посевного материала > ингибиторы 

метаболизма, накапливающиеся в процессе жизнедеятельности галобактерий > фа-

за роста посевного материала ≈ состав дрожжевых экстрактов, входящих в пита-

тельную среду. 

Для получения бактериородопсина в промышленных объемах используется 

культивирование с достаточно интенсивным подводом кислорода и освещением 

среды. Однако такой режим приводит к повышению скорости образования ингиби-

торов роста биомассы ГБ и накопления БР. 

Выявленные закономерности позволили предположить, что для разработки тех-

нологически рациональных способов культивирования галобактерий целесообразно 

использовать такие приемы, которые снижают содержание продуктов фотохимиче-

ского и химического окисления (в частности, перекисей, активных форм кислорода) в 

среде культивирования галобактерий, нивелируют, подавляют воздействие этих фак-

торов оксидативного стресса, т.е. разработать способы культивирования галобактерий 

в условиях контролируемого оксидативного воздействия (контролируемого окси-

дативного стресса). 
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5.3.5. Разработка способов культивирования в условиях контролируемого 

оксидативного воздействия 

 

Основываясь на полученных данных о негативном воздействии ингибиторов 

биосинтеза, образующихся по ходу культивирования в результате абиотических и 

биотических процессов, были апробированы методы культивирования, нивелиру-

ющие их отрицательное действие. Использовались следующие подходы: 

1 – подготовка посевного материала (с целью возможного уменьшения сте-

пени репрессии синтеза БР продуктами, содержащимися в посевном материале и 

воздействующими на клетки галобактерий уже на стадии выращивания посевного 

материала); 

2 – культивирование с доливом (по ходу культивирования постепенно доли-

вается определенный объем свежеприготовленной среды, при этом совокупное ко-

личество образующихся токсичных продуктов должно быть меньше); 

3 – внесение антиоксидантов; 

4 – подбор условий освещения (стимулирование выработки БР при одновре-

менном уменьшении фотохимического воздействия на среду); 

5 – селективное извлечение ингибиторов сорбентом в процессе роста. 

Во всех этих случаях эксперименты проводились со штаммом UM-17 как в 

колбах, так и в биореакторе. 

 

5.3.5.1. Подготовка посевного материала 

 

Очевидно, клетки галобактерий, выращиваемые в качестве посевного материа-

ла, также могут подвергаться воздействию продуктов химического или фотохимиче-

ского окисления компонентов питательной среды. В результате в таких клетках ин-

дуцирован синтез каротиноидов и репрессирован синтез бактериородопсина. 

Учитывая стимулирующее влияние продуктов перекисного окисления на син-

тез каротиноидов и появление оранжевых клонов, целенаправленно была проведе-

на серия экспериментов, в которых выращивали посевной материал на среде с до-

бавлением активированного угля. Продукты окисления – ингибиторы биосинтеза 

могут поглощаться из питательной среды добавляемыми сорбентами, в частности, 

активированным углем. Кроме того, в опытах, проведенных в чашках Петри с вне-

сением гранул угля в твердую агаризованную среду, расщепление клонов, образу-

ющих сиреневые колонии, на субклоны с разной цветовой окраской, в большинстве 

своем не наблюдалось. 
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Использовался активированный уголь марки АГ-3, хорошо сорбирующий ор-

ганические компоненты среды. 

Первоначально апробировалось культивирование с внесением в жидкую среду 

адсорбента в марлевом или полотняном мешочке (для предотвращения разрушения 

гранул угля, см. раздел 5.3.1). Однако эксперименты показали, что такой способ 

внесения угля не стимулирует, а тормозит рост галобактерий. Возможно это обу-

словлено адсорбцией клеток галобактерий на поверхности угля и, как следствие, 

неблагоприятными условиями для роста клеток, в частности, дефицитом кислорода 

в микрозонах контакта. Однако при этом суспензия клеток приобретала сиреневую 

окраску, а на спектре лизата исчезали пики каротиноидов.  

Более убедительные положительные результаты были получены при внесении 

угля, инкапсулированного в агаризованную минеральную основу (без добавления 

органических компонентов питания). Проведение культивирования по такому ва-

рианту аналогично процессу гемосорбции, применяемому в медицине для очистки 

крови от токсичных веществ [1926]. Инкапсулирование в гемосорбции предотвра-

щает разрушение форменных элементов крови, например эритроцитов. 

По варианту культивирования с использованием инкапсулированного в агар 

угля подготовка посевного материала проводилась по процедуре, описанной в раз-

деле 4.1.1. Стерильная питательная среда (5 г/л триптона фирмы Serva или 

Hispanlab, 2 г/л дрожжевого экстракта Organotechnie, 4 мл/л глицерина и минераль-

ные компоненты) заливалась в колбу с углем и агаром и засевалась клетками гало-

бактерий в количестве 4% суспензии клеток от объема жидкой среды в колбах. За-

сеянные колбы ставились на качалку. 

В табл. 5.6 приведены результаты экспериментов с внесением в колбы разного 

количества угля. Видно, что в этих условиях конечные уровни накопления биомас-

сы и бактериородопсина существенно выше уровней, достигаемых без угля. Уве-

личение количества внесенного угля вплоть до 20–30 г/л (1,0–1,5 г на колбу) по-

вышало уровень накопления БР. Внесение угля в бóльших количествах уже не при-

водило к существенному росту уровня накопления биомассы и БР. Суспензия кле-

ток в конце культивирования с углем имела насыщенный сиреневый цвет. 

Исходя из результатов этих опытов, для получения максимального выхода БР 

количество инкапсулированного угля в колбе должно составлять 1,0–1,5 г на колбу 

(20–30 г/л). Типичная кривая роста биомассы и спектр лизата биомассы штамма 

UM-17 при внесении в колбу 1,5 г угля с инкапсулированием его в агаризованную 

среду представлены на рис. 5.47. 
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Таблица 5.6 – Культивирование галобактерий в колбах с активированным уг-

лем, инкапсулированным в агар 

Количество угля (г) на 1 л 

культуральной жидкости 

Биомасса (г/л) на163 час 

культивирования 

БР (мг/л) на 163 час куль-

тивирования 

0 3,1–3,3 70–75 

4 4,44 97 

12 4,95 110 

20 5,1 119 

28 5,12 125 

30 5,15 125–130 
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Рисунок 5.47 – Накопление биомассы ГБ (А) и спектр лизата биомассы штам-

ма UM-17 (Б) при культивировании с инкапсулированным адсорбентом (активиро-

ванный уголь АГ-3). 

 

Очень важно, что при использовании сорбента в спектре лизата биомассы гало-

бактерий практически полностью отсутствуют пики каротиноидов и проявляется 

только ярко выраженный пик БР (рис. 5.47), что в дальнейшем позволяет суще-

ственно облегчить выделение БР из биомассы, очистку его от каротиноидов и обес-

печить получение относительно недорогих препаратов БР. 

Полученный таким образом посевной материал сохранял повышенную спо-

собность накапливать бактериородопсин на среде без угля на протяжении после-

дующих двух пересевов, однако его активность постепенно падала. При первом 

пассаже после выращивания на агаризованной среде с углем выход БР составлял 

около 100 мг/л БР (засевной материал – 125 мг/л) при уровне накопления биомассы 

3,8–3,9 г/л, во втором пассаже – 80–85 мг/л БР, в третьем – практически соответ-

ствовал типичным значениям, наблюдаемым без использования угля (75–77 мг БР 

на 1 л среды). 
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Высокую биосинтетическую активность галобактерий в этих опытах можно 

объяснить удалением части ингибиторов метаболизма из жидкой фазы среды в ага-

ризованную среду, в которую клетки ГБ не проникают, и, как следствие, дерепрес-

сией синтеза БР. Это приводит к увеличению содержания биомассы и БР в жидкой 

фазе. Результаты, представленные в табл. 5.6, и сохранение повышенной биосинте-

тической активности клеток галобактерий на протяжении первых двух пассажей 

при культивировании на среде без угля указывает на значимость непосредственно 

угля как селективного материала, извлекающего ингибиторы синтеза БР из среды 

культивирования. 

Таким образом, при использовании посевного материала штамма UM-17, вы-

ращенного на среде с углем в периодических условиях, конечный уровень накоп-

ления биомассы повышается на 50–65%, существенно повышается удельная ско-

рость роста, значение которой достигает 0,09 ч
-1

, а накопление БР – на 65–85% при 

примерно одинаковой продолжительности культивирования и уменьшении содер-

жания каротиноидов в биомассе. 

 

5.3.5.2. Культивирование в доливном режиме 

 

При апробации доливного режима осуществляли постепенный долив одной и 

той же порции свежей стерильной среды через одинаковые промежутки времени. 

Засев осуществлялся инокулятом, выращенным с применением инкапсулированного 

активированного угля; первоначальный объем культивирования равнялся объему 

последующего однократного долива, содержание растворенного кислорода в жидко-

сти поддерживалось на уровне 5–10%. 

По ходу доливного культивирования наблюдалось постепенное снижение ско-

рости роста биомассы с 0,054 ч
-1

 до первого долива до 0,049 ч
-1

 после 1-го долива и 

до 0,025 ч
-1

 после 2-го. Третий долив привел к еще большему замедлению роста, по-

сле 4-го содержание клеток начало уменьшаться (рис. 5.48). В накоплении БР про-

слеживались те же тенденции, что и в накоплении биомассы. При выбранном вре-

менном интервале между доливами целесообразно применять лишь 2 долива, в каж-

дом из которых вносилось бы по 1/3 от конечного объема культуральной жидкости. 

Максимальный уровень накопления БР после 2- го долива приходился на тре-

тьи сутки культивирования и составлял 90 мг/л, что характерно при применении 

инокулята, подготовленного на инкапсулированном адсорбенте. Однако по сравне-

нию с вариантом культивирования в периодических условиях при том же режиме 

аэрации галобактерии накапливали биомассы больше на 40–45%, с большим эконо-

мическим коэффициентом выхода от субстрата. 
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Рисунок 5.48 – Накопление биомассы и БР при выращивании штамма UM-17 в 

биореакторе с доливом свежеприготовленной питательной среды. Д – долив среды. 

 

5.3.5.3. Культивирование с внесением антиоксидантов 

 

Эксперименты были проведены в качалочных колбах. Испытывалось на анти-

оксидантную активность действие: Na2SO3, цистеина, токоферола (витамин E), ти-

амина, B12 (цианокобаламин), B6 (пиридоксин), аскорбиновой кислоты, аргинина. 

Вещества вносились при засеве в количествах 0,5; 1,0; 1,5 и 2,0 г/л. Также варьиро-

вался момент внесения веществ от начала культивирования. Критерием антиокси-

дантной активности было исчезновение пиков каротиноидов в спектре лизата гало-

бактерий и усиление пика бактериородопсина. Результаты опытов при внесении 

антиоксидантов в начальный момент культивирования представлены в табл. 5.7. 

Из этих данных видно положительное влияние сульфита натрия, цистеина, ти-

амина, цианокобаламина и токоферола на выход БР. При этом внесение цистеина 

приводит к повышению уровня накопления БР и наиболее существенному измене-

нию спектра лизата в сторону синтеза БР и подавления синтеза каротиноидов. 

Варьирование количества внесенных веществ в использованном диапазоне не 

приводило к заметным изменениям результатов. Однако, чем позднее происходило 

внесение, тем меньше проявлялся антиоксидантный эффект. 
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Таблица 5.7 – Результаты опытов с внесением антиоксидантов в исходную пи-

тательную среду 

Вещество Прирост в 

уровне накоп-

ления бактери-

ородопсина, % 

к контролю 

Влияние на выработку каротинои-

дов (сравнение с контролем) 

Прирост в 

уровне накоп-

ления биомас-

сы, % к кон-

тролю 

Na2SO3 107–110% по сравнению с контролем пики ка-

ротиноидов более выражены 

уровень кон-

троля 

Цистеин 115–118% полное исчезновение пиков каротинои-

дов, отчетливое проявление пика БР 

уровень кон-

троля 

Токоферол (ви-

тамин Е) 

107–110% уменьшение проявления пиков каро-

тиноидов, пик БР более выражен 

128% 

Тиамин 107–110% уменьшение проявления пиков каро-

тиноидов, пик БР более выражен 

уровень кон-

троля 

B12 (цианкоба-

ламин) 

109–112% уменьшение проявления пиков каро-

тиноидов, пик БР более выражен 

уровень кон-

троля 

B6 (пиридоксин) 12–15% ярко выраженные пики каротинои-

дов, нет выраженного пика БР 

60% 

Аскорбиновая 

кислота 

5–8% ярко выраженные пики каротинои-

дов, пик БР отсутствует 

33% 

Аргинин 32–35% более выраженные пики каротинои-

дов, нет выраженного пика БР 

112% 

Контроль 70 мг/л (100%) имеются пики каротиноидов и пик БР 3,2 г/л (100%) 

 

5.3.5.4. Подбор условий освещения 

 

С целью изучения возможности оптимизации облучения галобактерий как ва-

рианта уменьшения скорости образования ингибиторов биосинтеза проводились 

тестовые опыты с использованием светодиодов разных длин волн: красного (λ=642 

нм), светло-зеленого (λ=529 нм), зеленого (λ=513 нм), голубого (λ=465 нм)
1
. Энер-

гетическая мощность падающего света при облучения светодиодами варьировалась 

от 69–70 мВт/л до 137–140 мВт/л. Эксперименты со светодиодной матрицей голу-

бого света (λ=465 нм) показали наилучшие результаты среди вышеуказанного 

набора светодиодов, а также использованных в работе люминесцентных ламп. При 

освещении ферментационной среды светодиодной матрицей с λ=465 нм выход 

биомассы в периодическом режиме культивирования повышался на 10%, а БР – на 

22% по сравнению с контрольными опытами при освещении лампами дневного 

                                                 
1
 Светодиодные матрицы были предоставлены и эксперименты проводились сов-

местно с НТЦ-44 ГУП НПО «Астрофизика» 
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света с интенсивностью облучения 69–70 мВт/л. Повышение интенсивности облу-

чения до 137–140 мВт/л не приводило к заметным изменениям в выходе биомассы 

галобактерий и бактериородопсина. 

Таким образом, облучение монохроматическим голубым светом светодиодной 

матрицы положительно влияет на выход биомассы и БР. Возможно, это обусловле-

но тем, что монохроматическое освещение определенной длины волны, а не широ-

кого спектра, как у люминесцентных ламп, с одной стороны, стимулирует образо-

вание бактериородопсина, с другой – уменьшает скорости протекания процессов 

фотохимического окисления компонентов питательной среды и/или выработку ка-

ротиноидов, с третьей – способствует фоторепарации, протекающей с участием 

фотолиазы Phr2, наиболее эффективно поглощающей свет с длиной волны 440 нм 

[1070, 1550] и функционирующей при протекании перекрестного ответа на стрес-

совое воздействие АФК. 

 

5.3.5.5. Культивирование с селективным извлечением ингибиторов  

сорбентом в процессе роста 

 

Вышеописанные опыты с апробированием методов культивирования, нивели-

рующих отрицательные воздействия ингибиторов биосинтеза, показали, что вари-

анты культивирования при обработке среды сорбентом на стадии подготовки по-

севного материала, но без внесения сорбента при последующем культивировании 

позволяют лишь незначительно повысить уровень накопления биомассы и бакте-

риородопсина без существенного уменьшения содержания каротиноидов в биомас-

се галобактерий, накапливаемой к концу ферментации. Так, внесение антиоксидан-

тов (цистеина, токоферола, сульфита натрия) увеличивает выход биомассы и БР на 

10–15%. Изменение условий освещения (интенсивности, длины волны) повысило 

выход биомассы не более, чем на 10%, а БР – на 22%. При обработке среды сор-

бентом лишь на стадии подготовки посевного материала в дальнейшем при после-

дующих пересевах и размножении клеток наблюдается постепенное снижение ак-

тивности в отношении синтеза БР. 

В этой связи закономерное развитие метода с сорбентом, очевидно поглоща-

ющим из культуральной жидкости продукты, которые препятствуют росту гало-

бактерий и выработки ими бактериородопсина, заключалось в проведении всего 

цикла ферментации – от стадии подготовки посевного материала до стадии основ-

ной ферментации – с использованием сорбента (активированного угля, а также по-

лимерного ионита). 
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На рис. 5.49 приведены результаты эксперимента при выращивании штамма 

UM-17 в биореакторе с прокачкой ферментационной суспензии через выносной кон-

тур с емкостью с сорбентом (уголь АГ-3, инкапсулированный в гранулы агаризован-

ной среды) для извлечения ингибиторов биосинтеза. 

По ходу ферментации уровень растворенного кислорода поддерживался ниже 

15% от насыщения. Для повышения выхода биомассы ГБ и содержания БР в реактор 

вносили свежеприготовленную субстратную подпитку, представляющую концен-

трированный раствор, содержащий триптон, дрожжевой экстракт и глицерин, а так-

же после 140 ч культивирования обновили гранулы с инкапсулированным углем. 

Совокупный объем гранул агара с углем по отношению к объему среды в реакторе (с 

учетом долива) составил 1 часть на 7 частей среды. Решение о замене адсорбента 

принималось на основании разработанной экспресс-методики с градиентной картой 

изменения цвета (см. рис. 4.6, на котором показана линия изменения цвета суспензии 

в реальном процессе культивирования галобактерий с внесением инкапсулированно-

го угля). Заблаговременная замена позволила предупредить выработку каротиноидов 

и поддерживать метаболизм галобактерий в состоянии синтеза БР.  
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Рисунок 5.49 – Накопление биомассы при выращивании штамма UM-17 в 

биореакторе с прокачкой ферментационной суспензии через выносной контур с 

емкостью с сорбентом для извлечения ингибиторов биосинтеза, доливом свеже-

приготовленной питательной среды в биореактор и внесением подпиток. Д – долив 

среды, ВП – внесение субстратной подпитки, ЗА – замена адсорбента. 
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Используя такой способ культивирования, по истечении 8 сут. удалось достичь 

конечного уровня накопления биомассы 45 г/л (по сухому веществу) при суммарном 

содержании бактериородопсина 1700–1750 мг/л. В спектре лизата биомассы гало-

бактерий, накопленной в конце ферментации, практически полностью отсутствовали 

пики каротиноидов и проявлялся только ярко выраженный пик БР (см. рис. 5.47Б). 

Одновременно более чем в 2 раза снижался расход органического субстрата на 1 г 

бактериородопсина: в обычном периодическом режиме культивирования он состав-

лял для триптона – около 83 г/г, дрожжевого экстракта – около 33 г/г, глицерина – 

около 60 мл/г; в варианте с инкапсулированным углем для триптона – около 37 г/г, 

дрожжевого экстракта – около 15 г/г, глицерина – около 22 мл/г БР. 

Таким образом, комбинация подготовки посевного материала в присутствии 

инкапсулированного угля на свежеприготовленной среде с подобранными органи-

ческими компонентами питания с последующим проведением процесса культиви-

рования в режиме поддержания низкой концентрации растворенного кислорода, с 

подпиткой субстратом и on line обработкой среды инкапсулированным углем в 

циркуляционном контуре позволила резко повысить производительность биореак-

тора, выход биомассы и бактериородопсина. Выход БР по данному способу повы-

шается до 1700–1750 мг/л за 8 сут. ферментации, в то время как в обычном перио-

дическом режиме он составляет максимум 70–75 мг/л за 7 сут. Реализация фермен-

тационного процесса по такому высокоплотностному режиму снижает и количе-

ство жидких отходов – отработанной культуральной жидкости. 

Однако самое главное преимущество способа культивирования с сорбентом – 

отсутствие большого количества каротиноидов, и следовательно, упрощение задачи 

выделения и очистки бактериородопсина – достаточно 1-ой отмывки (методом уль-

трацентрифугирования) от каротиноидов, в то время как в обычном варианте необ-

ходимо до 5 отмывок (операций ультрацентрифугирования), что резко снижает тру-

доемкость процесса выделения бактериородопсина и его потерю в ходе очистки. 

Наличие ярко выраженной сиреневой окраски клеток галобактерий, обуслов-

ленной высоким содержанием в клетках и цветом бактериородопсина, с минималь-

ными оттенками желтого, оранжевого и красного цветов каротиноидов, позволяет 

повысить точность предложенной экспресс-методики определения БР (см. рис. 

4.6Б), при которой анализируется доля красного, зеленого и синего цвета в цвето-

вом оттенке. При возрастании содержания бактериородопсина в биомассе к концу 

культивирования доля красного цвета растет с 0,34–0,36 до 0,55–0,57, доля синего 

цвета возрастает с 0,3–0,35 до 0,38–0,40, а доля зеленого цвета падает до 0,03–0,05 

(рис. 4.6Б). Возрастание содержания каротиноидов приводит к росту доли зеленого 

цвета – до 0,3–0,35 и снижению доли синего цвета до 0,01–0,05. Сопоставление 
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данной методики с прямым измерением содержания БР в биомассе показало, что 

при содержании биомассы от 2 г/л до 3 г/л погрешность определения БР составляет 

около 35%, а при 5 г/л стабилизируется на уровне 7–8%. 

Недостатком способа культивирования с инкапсулированным активирован-

ным углем является наличие трудоемкой процедуры предварительного приготов-

ления такого сорбента и сложность его регенерации. Поэтому было решено апро-

бировать другие товарные сорбенты, инкапсуляция которых не требуется и кото-

рые могут быть относительно легко регенерированы и многократно использованы. 

В экспериментах использовали адсорбенты фирмы «Purolite». Данные адсор-

бенты подходят для эффективной сорбции высокомолекулярных органических ве-

ществ с липофильными свойствами. Они применяются в технологиях осветления 

соков, сахарных сиропов и культуральных жидкостей, для очистки сточных вод и 

относительно недороги. Их хватает на более чем 40 циклов сорбции. Одним из их 

основных преимуществ является то, что они могут быть регенерированы легче, чем 

другие материалы. Регенерация осуществляется с помощью горячей воды, раство-

рами кислот или щелочей, а также водно-щелочным раствором в смеси с этанолом.  

Предварительные исследования показали, что при контакте с некоторыми из 

адсорбентов Purolite галобактерии не инактивируются, поэтому не требуется ин-

капсулирования адсорбентов, что является важным технологическим преимуще-

ством. Можно стерилизовать питательную среду вместе с адсорбентом. 

Использовали 5 вариантов адсорбентов, характеристики которых приведены в 

табл. 5.8.  

Опыты по выбору сорбентов проводили в колбах на 100 мл, в которые вно-

сился адсорбент в количестве 20 г/л, питательная среда в количестве 50 мл. Содер-

жимое колб стерилизовали и после охлаждения вносили инокулят галобактерий 

(4% об.). Все адсорбенты предварительно помещались и уравновешивались отно-

сительно используемой минеральной среды, но без внесения органических компо-

нентов питания, во избежание резкого изменения pH из-за ионообменных реакций 

во время культивирования. 

По ходу роста галобактерий адсорбенты не разрушались. После культивиро-

вания их гранулы можно было легко отделить от суспензии клеток с остатками пи-

тательной среды. Наиболее высокие показатели по уровню и скорости накопления 

биомассы и бактериородопсина, сопоставимые с вариантом использования инкап-

сулированного в агар активированного угля, наблюдались при использовании ка-

тионообменного адсорбента MN500. 
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Таблица 5.8 – Характеристика сорбентов марки Purolite, использованных при 

культивировании галобактерий 

Показатель MN500 MN202 MN200 MN150 A500P 

Применение 

Адсорбционное 

разделение гид-

рофобных орга-

нических соеди-

нений – катионо-

обменная матри-

ца 

Адсорбционное 

разделение гид-

рофобных орга-

нических соеди-

нений – неионо-

обменная матри-

ца 

Адсорбционное 

разделение гид-

рофобных орга-

нических соеди-

нений – неионо-

обменная матри-

ца 

Адсорбционное 

разделение гид-

рофобных орга-

нических соеди-

нений – анионо-

обменная матри-

ца 

Удаление орга-

нических ве-

ществ при про-

мышленном и 

внутреннем во-

доснабжении 

Полимерная 

структура 

Полистирол, 

макропористо 

сшитый диви-

нилбензолом 

Полистирол, 

макропористо 

сшитый диви-

нилбензолом 

Полистирол, 

макропористо 

сшитый диви-

нилбензолом 

Полистирол, 

макропористо 

сшитый диви-

нилбензолом 

Полистирол, 

макропористо 

сшитый диви-

нилбензолом 

Внешний вид 
Сферические 

гранулы 

Сферические 

гранулы 

Сферические 

гранулы 

Сферические 

гранулы 

Сферические 

гранулы 

Функциональная 

группа 
Сульфокислоты – – Третичный амин – 

Ионная форма Н
+ 

– – – Cl
-
 

Общая обменная 

ёмкость (ми-

ним.),  

г-экв/л 

0,8–1,0  – – 0,2 0,8 

 

Предельное накопление биомассы галобактерий и 

содержание бактериородопсина при культивировании на 

разных адсорбентах фирмы PUROLITE
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Рисунок 5.50 – Конечный уровень накопления биомассы галобактерий и бак-

териородопсина при внесении адсорбентов в количестве 20 г/л. 
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Для остальных сорбентов показатели роста галобактерий и синтеза бактерио-

родопсина были ниже (рис. 5.50), кроме того, в клетках галобактерий накаплива-

лись каротиноиды.  

Конечный выход биомассы при внесении адсорбента MN500 в количестве 20 

г/л культуральной жидкости составил около 3 г/л, содержание бактериородопсина 

115 мг/л, содержание каротиноидов – минимальное. Дополнительно проведенные 

эксперименты показали, что внесение адсорбента MN500 в дозах от 20 г/л до 80 г/л 

не изменяет существенно накопление биомассы галобактерий и бактериородопси-

на; для использованной исходной концентрации питательного субстрата в ростовой 

среде и условий роста достаточно 20 г/л внесенного адсорбента MN500. 

Отработанный адсорбент Purolite MN500 восстанавливал свою способность 

поглощать ингибиторы биосинтеза после регенерации. Подбор условий регенера-

ции показал, что отработанный катионит MN500 можно было регенерировать сна-

чала путем отмывки горячей (80–90 C) дистиллированной водой, при этом первые 

порции стекающего в ходе регенерации раствора имели желтоватый оттенок, в по-

следующем по ходу отмывки (регенерации) стекающий раствор становился про-

зрачным. Затем обработкой раствором NaCl его можно перевести в Na
+
-форму с 

последующей промывкой дистиллированной водой.  

В дальнейшем с целью наработки биомассы культивирование проводили в 

биореакторе (рабочим объемом 2 л) в режиме с подпиткой субстратом, представ-

ляющим собой концентрированный раствор, содержащий триптон, дрожжевой экс-

тракт и глицерин, и непрерывной прокачкой среды с клетками через выносную ко-

лонку с сорбентом при заданном количестве адсорбента без его смены. Первона-

чальные опыты с внесением данного адсорбента непосредственно в биореактор по-

казали, что гранулы адсорбента истираются механической мешалкой биореактора 

по мере культивирования, поэтому было признано целесообразным использовать 

выносную колонку с адсорбентом с циркуляцией ферментационной среды с клет-

ками галобактерий через колонку по выносному контуру (см. рис. 4.2). 

На рис. 5.51–5.52 представлены результаты экспериментов с культивировани-

ем галобактерий в биореакторе с сорбционной колонкой.  

В первом варианте перед началом культивирования в колонку засыпали ад-

сорбент в H
+
- форме в количестве 100 г влажного адсорбента (50 г/л среды). Через 

205 ч с момента начала культивирования среду с галобактериями начинали прока-

чивать через колонку с адсорбентом перистальтическим насосом со скоростью 2 

л/ч (рис. 4.2). Непосредственно после внесения адсорбента наблюдалось резкое па-

дение кислотности среды, так как адсорбент был внесен в исходной H+-форме. 
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Подтитровка среды раствором NaOH до нейтрального значения pH возобновила 

нарастание биомассы. 

В процессе культивирования удалось накопить 16,4 г/л биомассы с суммар-

ным содержанием бактериородопсина 390 мг/л.  

 

Кривая роста при культивировании Halobacterium sаlinarum в 

ферментере с подпитками
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Рисунок 5.51 – Рост галобактерий в реакторе с прокачкой культуральной жид-

кости через выносную колонку с адсорбентом MN500 в H
+
-форме и подпитками. 

Объем среды в биореакторе 2 л, количество адсорбента 100 г. 

 

На рис. 5.52 представлены результаты ферментации с подпиткой субстратом и 

с использованием 100 г влажного адсорбента в солевой форме, уравновешанной по 

отношению к питательной среде. 

В результате такого процесса также удалось существенно повысить уровень 

накопления биомассы и, соответственно, бактериородопсина: биомассы – до 20 г/л, 

БР – до 430 мг/л (рис. 5.52), что в 5,5 раз выше, чем при использовании стандартно-

го процесса культивирования без адсорбента. Дальнейшая подпитка субстратом без 

процедуры регенерации сорбента приводит к накоплению каротиноидов, что ука-

зывает на отработку адсорбента.  
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Кривая роста при культивировании Halobacterium sаlinarum в 

реакторе с подпитками
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Рисунок 5.52 – Рост галобактерий в реакторе с прокачкой культуральной жид-

кости через выносную колонку с адсорбентом MN500 в Na
+
-форме и подпитками. 

Объем среды в биореакторе 2 л, количество адсорбента 100 г. 

 

Уменьшение количества адсорбента со 100 г до 50 г привело к снижению ко-

нечного выхода биомассы галобактерий до 10,2 г/л, а бактериородопсина – до 380 

мг/л. Вместе с тем уровень накопления БР при снижении количества адсорбента 

падал в существенно меньшей степени. Адсорбент в Na+-форме несколько более 

эффективен, чем в H+-форме.  

Таким образом, в результате проведенных исследований был подобран адсор-

бент Purolite MN500, представляющий собой сильнокислый катионит, использование 

которого в процессе ферментации позволяет заменить активированный уголь (марка 

АГ-3), инкапсулированный в агар, и обойтись без стадии инкапсулирования угля.  

Полученные образцы биомассы в различных опытах содержали от 2-х до 4% 

БР с минимальным содержанием каротиноидов в биомассе. 

Присутствие в среде в относительно высоких количествах веществ-

ингибиторов, накапливаемых в результате химического и фотохимического окис-

ления, как это следует из результатов опытов со старением исходной среды, или 

образуемых по ходу биосинтеза как побочных метаболитов, является основным 

фактором, лимитирующим рост галобактерий и биосинтез ими бактериородопсина, 

поэтому внесение адсорбента в ферментационную среду является наиболее эффек-

тивном вариантом улучшения показателей роста галобактерий и биосинтеза БР. 
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Более высокие показатели роста и биосинтеза, полученные при использова-

нии, с одной стороны, инкапсулированного угля, с другой – сильнокислого катио-

нита, свидетельствуют о наличии и гидрофобной части, и катионной части в моле-

кулах веществ-ингибиторов.  

Для более детального выяснения химической природы веществ-ингибиторов 

проводился анализ компонентов исходной среды и культуральной жидкости мето-

дами ВЭЖХ. Анализировались следующие образцы:  

- свежеприготовленная среда культивирования;  

- питательные среды после их выдерживания на свету или при аэрации в течение 

определенного времени в стерильных условиях без внесения инокулята;  

- бесклеточные культуральные жидкости, полученные после культивирования 

галобактерий в течение определенного времени; 

- бесклеточные культуральные жидкости, полученные после культивирования 

галобактерий в течение определенного времени на среде с внесением сорбентов 

Purolit MN 500, Purolit MN 200, инкапсулированного угля марки АГ-3.  

Анализ методом ВЭЖХ проводился на базе Института элементоорганических 

соединений РАН. 

Результаты анализа показали появление новых пиков на хроматограммах «со-

старившейся» исходной питательной среды, что свидетельствует в пользу предпо-

ложения об изменениях в питательной среде по мере старения, при этом скорее 

всего химическим превращениям подвергается один из компонентов питательной 

среды. Величина пиков, связанных с исходными компонентами питательной среды, 

снижается в образцах культуральной жидкости после ферментации. Также появля-

ются новые пики для образцов лизата клеток свежеприготовленного и после вы-

держивания на свету в течение 11 суток, что также свидетельствует о возможности 

протекания химических/фотохимических трансформаций, в данном случае уже в 

лизате галобактерий при его хранении. Изменения в хроматограммах наблюдаются 

при сравнении образцов бесклеточной культуральной жидкости при ферментации с 

сорбентом и без сорбента. При анализе элюатов с сорбентов (угля, катионита 

MN500) для эффективных сорбентов наблюдаются пики поглощенных веществ, 

для неэффективных (MN200) – пики не проявляются. 

Однако в целом, результаты хроматографического анализа не позволили од-

нозначно идентифицировать вещества-ингибиторы. Можно лишь констатировать, 

что причиной стимулирования роста галобактерий и биосинтеза бактериородопси-

на при добавлении сорбента является поглощение вещества/веществ, отрицательно 

влияющих на биосинтез. Поглощаемые вещества имеют гидрофобную природу и 

положительно заряжены в области нейтрального pH. Часть веществ, накапливаемая 
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в процессе химического/фотохимического окисления непосредственно из компо-

нентов исходной питательной среды, не поглощается сорбентом и в то же время не 

оказывает прямого негативного действия на рост и биосинтез. 

Таким образом, по результатам диссертационной работы применительно к ис-

следованию галобактерий был получен штамм, стабильный и устойчивый в отно-

шении синтеза БР и разработана экспресс-методика оценки уровня накопления его, 

выявлены основные факторы, определяющие активность роста ГБ и синтеза ими 

БР, подобраны условия культивирования, обеспечивающие стабильный рост ГБ и 

синтез БР, показана важная роль эффекта старения питательной среды в ингибиро-

вании роста ГБ и синтеза БР со сдвигом метаболизма в сторону накопления каро-

тиноидов. Эффект ингибирования роста биомассы и накопления бактериородопси-

на может обусловливаться протеканием нежелательных побочных реакций хими-

ческого и фотохимического окисления в присутствии кислорода и под действием 

видимого света в исходной среде культивирования, либо при ее хранении, либо па-

раллельно с накоплением биомассы в ходе культивирования. Эффект старения бо-

лее выражен при хранении среды на свету. 

Полученные результаты подтверждают важность контроля стрессового и ан-

тистрессового воздействия веществ – оксидантов, прооксидантов и антиоксидантов 

в процессах микробиологического синтеза и при поддержании высокой физиоло-

гической активности продуцентов. Вместе с тем, все же нельзя утверждать оконча-

тельно, что лежит в основе эффектов повышенного уровня накопления биомассы и 

бактериородопсина при культивировании по разработанному нами высокоинтен-

сивному методу. Причиной может быть снижение гетерогенности популяции гало-

бактерий в ходе ферментации и повышение стабильности сиреневых клонов, пере-

ключение в сторону синтеза бактериородопсина при удалении определенных мета-

болитов или трансформированных компонентов питательной среды из зоны фер-

ментации. Не выяснена природа этих веществ, их возможное действие как окси-

дантов, антиоксидантов или прооксидантов. 

Эксперименты показали, что нестабильность морфо-физиологических призна-

ков может быть обусловлена как свойствами используемых штаммов, так и вариа-

циями условий внешней среды, например, уровня освещенности, обеспеченности 

субстратом, состава компонентов питания, наличием ингибиторов и стимуляторов 

различных путей метаболизма и т.д. На рис. 5.53 приведена базовая блок-схема 

влияний основных факторов окружения на рост галобактерий и синтез бактериоро-

допсина, предложенная на основании проведенных нами исследований. 

Согласно этой схеме, избыток активных форм кислорода, источником кото-

рых является молекулярный кислород, ультрафиолетовое излучение, химические 
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факторы с прооксидантной и оксидантной активностями, стимулирует синтез 

внутриклеточных каротиноидов, которые, с одной стороны, блокируют неблаго-

приятное действие АФК на рост галобактерий, с другой – ингибируют накопление 

бактериородопсина. 

 

 
 

Рисунок 5.53 – Схема влияний основных факторов окружения на рост гало-

бактерий и синтез бактериородопсина. 

Б/М – биомасса галобактерий, БР – бактериородопсин, КР – каротиноиды, ЭТЦ – 

электронтранспортная цепь, АФК – активные формы кислорода, S – органический 

субстрат; 

+ положительное действие, ± - нейтральное действие, – отрицательное действие. 
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Схема, представленная на рис. 5.53, может быть взята за основу математиче-

ского описания и моделирования роста галобактерий и биосинтеза бактериородоп-

сина. Однако она не учитывает генотипическую и фенотипическую изменчивость 

популяции галобактерий, которая, очевидно, может происходить и в ходе фермен-

тационного процесса. В наших экспериментах выяснилось, что нестабильность 

клонов, их расщепление на различно окрашенные морфоформы также сильно зави-

сит от интенсивности освещения, присутствия АФК.  

Учет факторов оксидативного стресса, негативного воздействия ингибиторов 

биосинтеза, образующихся по ходу культивирования в результате абиотических и 

биотических процессов, и совмещение процесса ферментации с адсорбцией, ниве-

лирующей отрицательные воздействия, позволили разработать эффективный спо-

соб культивирования галобактерий с целью получения бактериородопсина. В дан-

ном случае, в отличие от культивирования дрожжей и молочнокислых бактерий с 

оптимальным воздействием АФК, наиболее эффективным оказалось применение 

мер, позволяющих нивелировать неблагоприятное воздействие АФК. Разработан-

ный способ культивирования галобактерий ферментацией с адсорбентом не имеет 

мировых аналогов и позволяет за один цикл повысить: уровень накопления био-

массы в среде культивирования с 4–4,5 г/л (по асб) за 6–7 сут. для обычной перио-

дической ферментации до 30–50 г/л биомассы за 8 сут. ферментации с подпиткой 

субстратом, с удельным содержанием бактериородопсина в биомассе 2–4%; сум-

марное содержание БР с 70–75 мг/л за 6–7 сут. до 1700–1750 мг/л за 8 сут. фермен-

тации при минимальном содержании каротиноидов в биомассе, т.е. в 10–15 раз 

увеличить накопление биомассы ГБ, в 25–30 раз выработку ими БР за цикл фер-

ментации и производительность биореактора в целом. Способ обеспечивает устой-

чивость физиологической и биосинтетической активности штамма-продуцента, 

стабильность процесса, минимальное содержание каротиноидов в биомассе, что 

значительно упрощает технологию выделения бактериородопсина при одновре-

менном сокращении ферментационных стоков (в виде отработанной культуральной 

жидкости) и без существенного увеличения длительности ферментационного цик-

ла. В данном случае ферментационный процесс ведется в автоматическом режиме с 

удалением из среды веществ, предположительно обладающих прооксидантной ак-

тивностью. Для регулирования параметров разработана методика экспресс анализа 

БР, позволяющая контролировать накопление БР в реальном времени. По сравне-

нию с наилучшими зарубежными аналогами [1539] выход биомассы галобактерий 

по разработанному способу выше в 1,5–1,6 раз, а накопление бактериородопсина – 

в 5–6 раз.  
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На разработанный способ получения биомассы галобактерий получены 2 па-

тента РФ (патенты РФ №№ 2323226; 2323251).  

Разработанная в рамках диссертационной работы малозатратная ресурсосбе-

регающая и экологически чистая технология культивирования галобактерий и вы-

деления бактериородопсина в составе пурпурных мембран позволяет получать об-

разцы пурпурных мембран высокого качества. Показатели качества: 

- отсутствие пика каротиноидов на спектре лизата с БР; 

- максимум пика БР при λ 568 нм; 

- соотношение белок/хромофор A280/A560=1.8-1.9; 

- A560/A350 >3 

Образцы ПМ с БР соответствовали указанным требованиям и были переданы 

в ИБХ, МГУ, Институт биофизики в Пущино для создания пленок на их базе.  

Д.А. Складневым с использованием атомно-силовой микроскопии был вы-

полнен анализ образцов пурпурных мембран, выделенных из биомассы галобакте-

рий, полученной по разработанному нами способу [1411]. Результаты анализа по-

казали, что в отличие от ПМ из биомассы, обогащенной каротиноидами, ПМ из 

биомассы, обедненной каротиноидами и обогащенной бактериородопсином, обла-

дают повышенной активностью ATФ-синтетазы, что способствует выработке ATФ, 

его вовлечению в процессы метаболизма и росту галобактерий. Препараты иммо-

билизованных пурпурных мембран, получаемые по разработанному Складневым и 

др. способу из галобактерий, выращенных в найденных нами «супероптимальных» 

условиях культивирования, содержат ключевые функциональные белковые ком-

плексы двух энергетических биосистем галобактерий: пурпурные мембраны, вы-

полняющие функции фотозависимого протон-транспортного насоса, и трансмем-

бранные ферментные комплексы АТФ-синтетазы. В таких ПМ молекулы АТФ-

синтетазного комплекса образуют фланкирующие участки с многочисленными 

структурами шаровидной формы вокруг ПМ с БР. 

 

5.3.6. Оценка технико-экономических показателей получения  

бактериородопсина по разработанному способу в сравнении с  

другими вариантами 

 

По результатам полученных данных были выполнены оценочные расчеты затрат 

на получение БР по нами разработанному наиболее эффективному варианту культи-

вирования галобактерий с использованием адсорбента и штамма UM-17 в сравнении 

со стандартным общепринятым методом периодического культивирования.  
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Оценка показала, что по сравнению с базовым стандартным вариантом (объем 

выпуска биомассы ГБ в год – 1 кг или БР – 0,0075 кг, реализация технологии без 

адсорбента) при одинаковом объеме ферментационного оборудования себестои-

мость бактериородопсина по разработанному варианту можно снизить в 4 раза, а 

при увеличении объема выпуска в 8 раз – еще в 8 раз. При увеличении объема вы-

пуска БР до 5 кг/год с использованием реактора с рабочим объемом 100 л себесто-

имость бактериородопсина составит около 12 центов/мг или около 8 руб/мг, а при 

выпуске БР по варианту в объеме около 500 кг/год – снизится до 1,4 центов/мг (1,0 

руб/мг). 

По данным зарубежных фирм каталожная цена 1 мг БР составляет ~10–200 

USD в зависимости от чистоты продукта и объемов выпуска. Таким образом, раз-

работанная технология позволяет резко снизить себестоимость БР (в составе пур-

пурных мембран) с 700–14000 руб. за 1 мг (в зависимости от чистоты продукта) до 

1–8 руб. за 1 мг при организации крупномасштабного производства, т.е. в 90–14000 

раз. Другое преимущество организации выпуска биомассы галобактерий и бакте-

риородопсина при реализации разработки в промышленных масштабах – уменьше-

ние количества жидких стоков (в виде отработанной культуральной жидкости). 

Анализ изменения затрат на выпуск продукции показал, что наиболее важны-

ми путями снижения себестоимости являются: 

- увеличение масштабов выпуска; 

- увеличение уровня накопления биомассы в конце ферментации до 30–50 г/л 

по сухой биомассе и повышение удельного содержания бактериородопсина в био-

массе до 4–8%; 

- снижение трудозатрат за счет увеличения объема биореактора и снижения 

стадий очистки при выделении бактериородопсина; 

- снижение стоимости органического субстрата при крупномасштабном про-

изводстве. 

При крупнотоннажном производстве галобактерий и бактериородопсина сни-

жение их себестоимости будет сдерживаться, главным образом, высокой стоимо-

стью органического субстрата.  

Поскольку, в отличие от биомассы галобактерий, получаемой по стандартно-

му способу культивирования, галобактерии, получаемые по разработанному нами 

способу, при высоком уровне накопления бактериородопсина содержат минималь-

ное количество каротиноидов, ее качества как потребительского продукта могут 

быть иными.  
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5.4. Культивирование продуцентов рибофлавина и трансформантов по 

рибофлавиновому оперону 

 

С продуцентами рибофлавина изучалась возможность применения разрабаты-

ваемых подходов, а именно контролируемого оксидативного стресса к рекомби-

нантным штаммам микроорганизмов для повышения показателей биосинтеза. 

Типично, без создания селективных условий отбора, все рекомбинантные 

продуценты теряют свою целевую активность по мере роста популяции из-за не-

стабильности внедренных в геном конструкций. Процедура же использования кон-

тролируемого оксидативного воздействия предусматривает преадаптацию проду-

цента к стресс-факторам путем последовательного пассирования. Поэтому на при-

мере рекомбинантных продуцентов рибофлавина интересно было посмотреть, во-

первых, насколько быстро будет падать биосинтетическая активность продуцента 

по ходу пассирования и роста на питательной среде без стрессорного воздействия и 

в условиях адаптации к оксидативному стрессу. Во-вторых, интерес представляла 

апробация варианта контролируемого оксидативного воздействия с внесением 

H2O2 на фоне освещения среды видимым светом, учитывая что избыточное количе-

ство накапливаемого во внеклеточной среде рибофлавина, как фотосенсибилизато-

ра и прооксиданта [371, 623, 624], может оказывать токсичное действие на клетки 

продуцента в условиях аэрации ферментационной среды и ее освещения видимым 

светом. Такое прооксидантное действие рибофлавина может быть интересно и с 

точки зрения моделирования условий и изучения отклика популяции микроорга-

низмов при ведении биосинтеза с комбинированным действием стрессоров и анти-

стрессоров. С другой стороны, можно полагать, что H2O2 при внесении в среду 

культивирования не будет окислять рибофлавин, но будет действовать на выращи-

ваемый микроорганизм-продуцент как фактор оксидативного стресса. Воздействие 

факторов оксидативного стресса может существенно ускорить реверсию штамма-

продуцента к дикому типу. Наряду с этим, возможно и двойственное действие све-

та: антистрессорное через фоторепарацию и стрессорное через фотоокисление ри-

бофлавина. В-третьих, вследствие образования АФК, окисления и фотосенсибили-

зации рибофлавина исследовались варианты культивирования с нивелированием 

токсичных воздействий, в частности, с помощью адсорбентов и антиоксидантов. 

Таким образом, обращалось внимание на следующие моменты: 

- возможность улучшения показателей биосинтеза с использованием контро-

лируемого оксидативного воздействия; 

- возможное прооксидантное и стрессорное влияние рибофлавина на показа-

тели биосинтеза; 
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- чувствительность ферментации к видимому свету; 

- апробация подходов с культивированием с добавлением антиоксидантов; 

- апробация культивирования с адсорбентом. 

В работе использовались бациллярные трансформанты по синтезу рибофлавина.  

Конкретные задачи исследований с продуцентами рибофлавина включали: 

- отработку методики и подбор режимов преадаптации продуцентов рибофла-

вина, получение линий бактерий Bacillus subtilis, адаптированных к пероксиду во-

дорода; 

- исследование изменения устойчивости преадаптированного к H2O2 штамма в 

отношении синтеза рибофлавина по сравнению со штаммом, неадаптированным к 

пероксиду; 

- наличие перекрестной адаптации; 

- сравнительный анализ изменения ростовых характеристик и биосинтетиче-

ской активности адаптированной и неадаптированной к H2O2 линий штаммов B. 

subtilis в условиях глубинной ферментации с контролируемым оксидативным воз-

действием; 

- апробация различных вариантов совершенствования ферментационного 

процесса с учетом возможных прооксидантных и антиоксидантных воздействий. 

Исследования с культивированием продуцентов и трансформантов по рибо-

флавиновому оперону выполнялись в рамках проекта Минобрнауки «Реконструк-

ция метаболизма бактерий с помощью сенсорных РНК и получение на этой основе 

штаммов-продуцентов» по Государственному контракту № 02.512.11.2078 от 

19.02.2007 (головной исполнитель – Государственный научно-исследовательский 

институт генетики и селекции промышленных микроорганизмов, руководитель 

проекта – проф. А.С. Миронов, соисполнитель – РХТУ им. Д.И. Менделеева). 

 

5.4.1. Используемые штаммы и процедура анализа генетического ответа 

 

Для изучения изменения показателей биосинтеза в условиях контролирован-

ного оксидативного воздействия использовались рекомбинантные штаммы B. 

subtilis B-52 и B. subtilis Y51/pMX45 №18/4.  

Bacillus subtilis B-52 содержит rib-оперон в составе плазмиды pMX45 и спосо-

бен накапливать 5–7 г/л рибофлавина при культивировании в колбах. Сверхпроду-

цент B. subtilis Y51/pMX45 №18/4 получен из штамма B. subtilis Y51/pMX45 (Em
R
 

RibBsu+), aab::pEK14(RibBam+ Km
R
), recE::cat (Cm

R
), содержащего 4 рибофлавиновых 

оперона в одной бактериальной клетке. Два рибофлавиновых оперона B. subtilis 

локализованы на 2 копиях плазмиды pMX45, одна копия rib-оперона B. subtilis ло-
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кализована на хромосоме и одна копия rib-оперона B. amyloliquefaciens интегриро-

вана в хромосому. Штамм B. subtilis Y51/pMX45 продуцирует 5 г/л рибофлавина за 

72 ч на колбах и 15 г/л рибофлавина за 70 ч в 1 л лабораторном ферментере. 

Штамм B. subtilis Y51/pMX45 №18/4 способен производить 9,6 г/л рибофлавина в 

течение 70 ч ферментации в колбах и 21 г/л рибофлавина в течение 70 ч фермента-

ции в ферментерах объемом 1 л. Все штаммы были получены и предоставлены ла-

бораторией проф. А.С. Миронова (ГосНИИгенетика) [1570]. 

Для изучения влияния оксидативного стресса на стабильность рекомбинант-

ных трансформантов по рибофлавиновому оперону был использован штамм B. 

subtilis RKH25 hisribC
¯
ribG::MUTIN2, ауксотрофный по рибофлавину и гистидину 

и несущий вставку (конструкцию) Mutin2 гетерологичного участка ДНК, отвечаю-

щего за синтез фермента β-галактозидазы. Конструкция содержит также ген устой-

чивости к эритромицину, что позволяет вести селекцию штаммов. 

Транскрипционные фьюзы, несущие конструкцию Mutin2, построены таким 

образом, что ген β-галактозидазы попадает под контроль промотора (промотор-

подобных структур) генов рибофлавинового оперона (см. раздел 3.1.5.2). Уровень 

экспрессии гена β-галактозидазы в конструкции Mutin2, попадающего под кон-

троль какого-либо оперона хозяина, легко отслеживать по изменению фермента-

тивной активности лизата бактерий с помощью стандартной методики анализа β-

галактозидазной активности (в данном случае определяемой по модифицирован-

ному методу Миллера [1947]. 

Ген ribC является бифункциональным и кодирует синтез двух ферментов: ри-

бофлавинкиназы и FAD-синтазы, катализирующих последовательные реакции пре-

вращения рибофлавина в FMN и FAD. У мутантов по гену ribC с нарушенной ак-

тивностью рибофлавинкиназы только добавленные в среду экзогенные FMN и FAD 

сохраняют способность подавлять экспрессию генов rib-оперона. Поэтому для то-

го, чтобы не допустить репрессию оперона наличием рибофлавина, были взяты 

штаммы с ribC1
–
. Используемые трансформанты являются ауксотрофами по гисти-

дину и рибофлавину. Штаммы ribC1
¯
 также дефектны по рибофлавинкиназе и не 

способны синтезировать FMN. 

 

5.4.2. Адаптация к контролируемому оксидативному воздействию и ее  

влияние на устойчивость ростовых показателей популяции и биосинтез  

рибофлавина  

 

С рекомбинантными продуцентами рибофлавина B. subtilis B-52 и Y51/pMX45 

№18/4 была отработана методика, подобраны режимы предадаптации и исследова-
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на устойчивость в отношении синтеза рибофлавина преадаптированного к H2O2 

штамма в сравнении со штаммом, неадаптированным к пероксиду. 

Адаптацию к H2O2 вели ступенчато, по процедуре, ранее отработанной на 

других продуцентах (см. раздел 5.2), путем пассивирования в колбах на качалке. 

Для штаммов-сверхсинтетиков рибофлавина B. subtilis B-52 и Y51/pMX45 

№18/4 при пассировании без внесения H2O2 в темноте или при освещении колб ви-

димым светом с интенсивностью 1500 Лк на поверхности колб во всех случаях 

проявлялась тенденция возрастания конечного уровня накопления биомассы, одна-

ко позитивных изменений по отношению к накоплению рибофлавина не наблюда-

лось. В варианте на свету по сравнению с вариантом в темноте уровень накопления 

рибофлавина был заметно ниже. В течение первых 5–6 пассажей организмы, под-

вергавшиеся освещению, росли существенно хуже и синтезировали в среднем в два 

раза меньше рибофлавина, чем растущие в темноте. На стадии 8-го пассажа свето-

вые варианты почти сравнивались по активности с контрольными, и далее синтез 

рибофлавина поддерживался на том же незначительном уровне, не превышающим 

таковой в контрольных вариантах.  

При пассировании бактерий B. subtilis B-52 и Y51/pMX45 №18/4 с внесением 

пероксида водорода в темноте накопление рибофлавина также быстро снижалось к 

3-му пассажу, затем до 8–9 пассажей значительных изменений не наблюдалось. 

При последующем увеличении числа пассажей количество рибофлавина, накапли-

ваемое адаптированными к H2O2 организмами, становилось выше по сравнению с 

контрольным вариантом без внесения H2O2. К 15-ому пересеву уровень витамина 

стабилизировался и на 40% превосходил среднюю концентрацию В2, характерную 

для контроля. 

В целом, воздействие света на штаммы всех протестированных продуцентов 

рибофлавина угнетало рост бактерий, воздействие же пероксида водорода по мере 

пассирования увеличивало выход накапливаемой биомассы как при росте на свету, 

так и при росте в темноте. Снятие светового воздействия возвращало показатели ро-

ста к темновому варианту уже через 2–3 пассажа. Аналогично, при снятии воздей-

ствия пероксидом водорода уровень накопления биомассы возращался к контроль-

ному неадаптированной культуры также через 2–3 пассажа. Таким образом, измене-

ния на уровне физиологического ответа в результате адаптации к воздействию 

стресс-факторов носят обратимый характер. Вместе с тем не исключено, что улуч-

шение ростовых характеристик под действием пероксида водорода, как компонента 

реактива Фентона, генерирующего OH-радикалы, обуловлено повышением частоты 

мутаций в геноме клетки, что ускоряет процесс реверсии к прототрофному типу.  
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В дальнейшем при адаптации к пероксиду водорода на свету с интенсивностью 

1500 Лк параллельно вели следующие линии (в двух повторностях): 

1) разовое внесение H2O2 после 2–4 ч и 12–14 ч культивирования при раз-

личной исходной концентрации углеводов; 

2) дробное внесение H2O2 через 2–4, 12–14 и 18–20 ч культивирования; 

3) контроль без внесения H2O2. 

При первом пассаже вносили 0,3 г/л H2O2. 

Эксперименты показали, что на посевной среде с содержанием сахарозы 20 

г/л и на модифицированной посевной среде с повышенным содержанием сахарозы 

50 г/л по ходу пассирования к H2O2 наблюдались положительные изменения в от-

ношении повышения устойчивости к H2O2 по сравнению с контролем, а также уве-

личение каталазной активности. Наиболее выраженные положительные изменения 

наблюдались для линии 2 – при дробном внесении H2O2. После 5-го пассажа эта 

линия выдерживала внесение 0,8 г/л H2O2. На 10-ом пассаже она выдерживала ра-

зовое внесение 2 г/л H2O2, при этом содержание биомассы в преадаптированных 

вариантах было на уровне контрольного, а содержание рибофлавина было выше на 

10–90%.  

При ведении контрольной линии на модифицированной среде с исходным со-

держанием сахарозы 50 г/л наблюдалось подавление роста бацилл уже в 3-ем пас-

саже. В то же время популяция 3-го пассажа линии с внесением H2O2 устойчиво 

росла и синтезировала рибофлавин, т.е. предадаптация штамма B. subtilis B-52 к 

H2O2 дерепрессировала его рост на среде с концентрацией сахарозы 50 г/л, что поз-

воляло рассчитывать на позитивное проявление эффекта преадаптации к пероксиду 

водорода в условиях культивирования с подпиткой. Предадаптированная к H2O2 

линия росла газоном после высева на чашки Петри с внесением пероксида в агари-

зованную среду (0,3 г H2O2 на 1 л агаризованной среды), при этом биосинтетиче-

ская активность суспензионной преадаптированной культуры повышалась после 

пассивирования на твердой агаризованной среде с добавлением H2O2. Линия кон-

трольного варианта на такой среде не росла.  

При пересеве на ферментационную среду с суммарным содержанием углево-

дов 120 г/л рост биомассы во всех линиях, включая контрольную, прекратился уже 

после 3-го пересева.  
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Рисунок 5.54 – Изменение концентрации рибофлавина при пассивировании 

продуцента B. subtilis B-52. 

1 – контроль; 2 – бактерии, адаптируемые к освещению; 3 – бактерии, адапти-

руемые к Н2О2; 4 – бактерии, адаптируемые к освещению и Н2О2. 
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Рисунок 5.55 – Падение концентрации накопленного рибофлавина при пасси-

вировании продуцента B. subtilis Y51/pMX45 №18/4. 

1 – контроль; 2 – бактерии, адаптируемые к Н2О2; 3 – бактерии, адаптируемые 

к освещению; 4 – бактерии, адаптируемые к освещению и Н2О2. 
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Вместе с тем необходимо отметить, что по мере пересевов во всех случаях 

наблюдалось резкое падение накопления рибофлавина (рис. 5.54, рис. 5.55). К 12–15 

пассажам биосинтетическая активность микроорганизмов падала в десятки раз. Это, 

видимо, обусловлено реверсией штамма-продуцента к дикому типу при последова-

тельных пассивированиях. При культивировании в колбах количество накапливае-

мого рибофлавина во всех вариантах, включая контрольный, не превышало 2 г/л, что 

существенно ниже заявленных паспортных характеристик штамма (5 г/л рибофлави-

на за 72 ч культивирования). 

Освещение с интенсивностью 1500 Лк сильно ускоряло падение активности. 

Уже в первом пассаже количество рибофлавина было в 7 раз ниже, чем в темноте. 

Данная закономерность подтверждает предположение о том, что ингибиторами 

биосинтеза могут выступать продукты фотохимического окисления рибофлавина, 

поскольку, как уже отмечалось, рибофлавин подвержен фотохимическому окисле-

нию на свету и относительно устойчив к окислению пероксидом водорода. 

Таким образом, полученные данные свидетельствуют в пользу предположе-

ния о проявлении и усилении прооксидантных свойств рибофлавина в результате 

химической и особенно фотохимической трансформации, что может привести к 

угнетению роста продуцента. 

Другой причиной падения биосинтетической активности может быть реверсия 

рекомбинантного штамма к варианту с исходным генотипом.  

Для оценки значимости такого процесса провели высевы гистидинового аук-

сотрофа B. subtilis RKH25 hisribC
¯
ribG::MUTIN2 методом Коха на минимальные 

гистидин-селективные среды [1928]. Частичная потеря ауксотрофности штаммом 

RKH25 hisribC
¯
ribG::MUTIN2 в результате образования мутантов his+ приводит к 

преодолению лимитирования роста по гистидину, в популяции данные ревертанты 

получают конкурентное преимущество и постепенно вытесняют исходный гено-

тип. Ростовые характеристики популяции, таким образом, улучшаются. 

Результаты высева и анализа колоний трансформанта RKH25 

hisribC¯ribG::MUTIN2 на среде sModShis+/– показали, что количество колоний, 

выросших на гистидин селективной модифицированное среде Спицайзена (ModS), 

sModShis
–
, характеризующих прототрофные ревертанты по гистидину, по отноше-

нию к общему числу колоний, выросших на среде sModShis+, по мере пассирова-

ния возрастало, при этом в нулевом пассаже доля ревертантов была близка к 0, а 

через 10–15 пассажей приближалась к 95%, т.е. ауксотрофия по гистидину полно-

стью пропадала. В линиях, адаптированных к пероксиду водорода, реверсия проис-

ходила более интенсивно, чем в линиях без адаптации к H2O2, что говорит о мень-

шей стабильности генома в условиях индуцированного оксидативного стресса. 
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При высеве на более богатую среду sLB с x-gal наблюдалась диссоциация 

трансформанта RKH25 hisribC¯ribG::MUTIN2 в ходе пассирования. Уже спустя не-

сколько пассажей как с внесением, так и без внесения пероксида происходило рас-

щепление культуры по признаку наличия галактозидазы. Визуально при высеве на 

среду sLB-X методом Коха были обнаружены 3 субпопуляции: «1» – белые коло-

нии, «2» – голубые колонии, «3» – синие колонии. В нулевом пассаже доля голу-

бых колоний составляла 100%, к 12 пассажу доля этих колоний снижалась до 10%, 

доля белых возрастала до 70–90%, доля синих – до 2–18%. Аналогичные измене-

ния, но с меньшей скоростью, наблюдались при высеве на модифицированную 

среду Спицайзена (ModS). Полученные данные показывают существенную роль 

диссоциации в процессе адаптации.  

Таким образом, метод рассевов показал, что геном трансформантов B. subtilis 

весьма нестабилен, и протекание процессов автоселекции весьма вероятно, при 

этом при пассировании и адаптации к оксидативному стрессу имеют место два 

процесса – внутрипопуляционная изменчивость, сопровождаемая появлением дис-

кретных субпопуляций с различиями по морфологическим, физиологическим, био-

химическим и генетическим признакам, и повышение устойчивости субпопуляций 

к агенту оксидативного стресса, в частности, к пероксиду водорода. Внутрипопу-

ляционная изменчивость может существенно ускоряться при оксидативном стрес-

се, характерном для аэробных условий культивирования и обусловленным присут-

ствием активных форм кислорода, а также при наличии в среде компонентов с ок-

сидантной и прооксидантной активностями, что, в свою очередь, ведет к ускоре-

нию потери целевой биосинтетической активности рекомбинантных продуцентов. 

Вместе с тем, в условиях оксидативного стресса ускорение микроэволюцион-

ного процесса может компенсироваться повышением устойчивости субпопуляций 

к агентам оксидативного воздействия. Применение антистрессоров – факторов, ни-

велирующих действие стрессоров, в частности с антиоксидантной активностью, 

может замедлить скорость микроэволюции и повысить устойчивость заданных 

свойств популяции. Все это создает научную основу для целенаправленной разра-

ботки методов управляемого культивирования рекомбинантных продуцентов. 

Применительно к биосинтезу рибофлавина две основные причины вызывают 

потерю активности продуцента: 1) реверсия к прототрофу; 2) прооксидантное дей-

ствие рибофлавина из-за образования АФК вследствие его окисления и фотосенси-

билизации.  

Использование процедуры адаптации рекомбинантных штаммов-продуцентов 

рибофлавина B. subtilis к H2O2 не привело к повышению их биосинтетической ак-

тивности по сравнению с исходным, неадаптированным штаммом. К положитель-
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ным моментам такой процедуры можно отнести лишь относительно меньшее сни-

жение их биосинтетической активности по сравнению с пассированием неадапти-

рованной линии без внесения H2O2. Однако положительный эффект контролируе-

мого оксидативного воздействия несущественен на фоне неблагоприятных измене-

ний, наблюдаемых при последовательных пересевах рекомбинантного штамма. В 

связи с этим было целесообразно апробировать такие условия культивирования и 

активных мер управления процессом, которые нивелировали бы воздействие не-

благоприятных продуктов окисления и, тем самым, замедлили бы снижение актив-

ности продуцента. 

 

5.4.3. Апробация различных приемов снижения неблагоприятных  

воздействий стрессоров в отношении биосинтетической активности  

продуцента и реверсии штамма к дикому типу 

 

Исследовались следующие возможности повышения выхода рибофлавина: 

- использование свежеприготовленной среды для снижения отрицательного 

влияния продуктов химического и фотохимического окисления; 

- изменение параметров культивирования: освещенности, аэрации; 

- вывод рибофлавина из зоны ферментации путем его поглощения адсорбентом; 

- внесение химических антиоксидантов в среду культивирования. 

 

5.4.3.1. Влияние «старения» среды на биосинтез 

 

В вышеописанных исследованиях с галобактериями было выявлено отрица-

тельное влияние «старения» питательной среды на рост галобактерий и накопление 

бактериородопсина, обусловленное химическим и фотохимическим окислением 

некоторых органических компонентов (например, компонентов пептона, которые 

могут окисляться при освещении и аэрации). Аналогичные исследования по изуче-

нию эффекта «старения» были проведены с продуцентом рибофлавина B. subtilis 

Y51/pMX45 №18/4. При хранении питательной среды и последующей ферментации 

возможно окисление такого ее компонента, как дрожжевой экстракт, что может 

приводить к некоторому подавлению биосинтеза. Поэтому проверялось предполо-

жение об ускорении снижения биосинтетической активности окисленными компо-

нентами исходной питательной среды и минимизации этого воздействия путем ис-

пользования свежеприготовленной среды.  
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Рисунок 5.56 – Влияние старения среды при интенсивности освещения 

5000 Лк на выход биомассы (А) и накопления рибофлавина (Б) продуцентом 

B. subtilis Y51/pMX45  

 

Стерильная среда выдерживалась в колбах на качалке без засева 1, 2, и 3 суток 

при аэрации и освещении интенсивностью 500 Лк (удельная величина энергии ви-

димого света около 100 мВт/л) и 2, 4, и 6 сут. при аэрации и интенсивности осве-

щения 5000 Лк (удельная величина энергии видимого света около 1 Вт/л), а также 

Время старения 

Время старения 
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без освещения. После этого вносился инокулят первого пассажа, полученный без 

внесения H2O2 и без предадаптации к H2O2, и по прошествии 3 суток культивиро-

вания определялся уровень накопления рибофлавина. Часть колб освещалась и в 

процессе культивирования, что позволило сравнить эффекты влияния света на пи-

тательную среду и непосредственно на микроорганизмы. 

Результаты этой серии опытов показали, что «старение» среды в темноте или 

при умеренном освещении 500 Лк оказывает несущественное влияние на снижение 

активности штамма Y51/pMX45 №18/4, по крайней мере, в пределах 3-х суток фер-

ментации. Уровень накопления рибофлавина при последующем культивировании в 

темноте на среде, предварительно «состаренной» при умеренном освещении, было 

лишь на 10–20% ниже, чем в контрольных вариантах без «старения» среды.. Однако 

при культивировании на свету при уровне освещения 500 Лк на тех же предвари-

тельно состаренных средах количество накопленного рибофлавина резко падало.  

При «старении» среды при интенсивном освещении 5000 Лк уровень накоп-

ления биомассы и рибофлавина резко снижается при росте уже на 2-х дневной сре-

де (рис. 5.56). Учитывая, что при такой освещенности ее влияние на биосинтетиче-

скую активность во время ферментации сопоставимо с влиянием света на «старе-

ние» среды, образование токсичных продуктов окисления исходных компонентов 

питательной среды, ускоренное освещением, также может вносить существенный 

вклад в снижение биосинтетической активности, обусловленный возникающим ок-

сидативным стрессом. Таким образом, эти результаты подтверждают предположе-

ние о том, что существенную роль в падение активности могут вносить продукты 

окисления компонентов питательной среды, наряду с продуктами окисления рибо-

флавина, образование которых значительно ускоряется на свету и при аэрации. 

 

5.4.3.2. Изменение параметров культивирования: аэрации и  

освещенности 

 

Из литературных данных известно, что в большинстве случаев интенсивный 

рост культуры B. subtilis, а также активный биосинтез наблюдаются при сильной 

аэрации, когда рО2 поддерживается на уровне равновесного насыщения. Однако, 

учитывая возможность протекания процессов химического окисления рибофлавина 

в присутствии кислорода, высокие концентрации кислорода могут привести к сни-

жению выхода рибофлавина. 

В этой связи было проведено целенаправленное изучение влияния уровня 

аэрации на биосинтез рибофлавина со штаммом Y51/pMX45 №18/4.  
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Эксперименты в качалочных колбах на показали, что существует оптимум 

аэрации, ниже и выше которого уровень накопления рибофлавина снижается. 

При культивировании в ферментере без целенаправленного изолирования от 

фонового лабораторного света с поддержанием в течение первых 20 часов фермен-

тации рО2 на уровне 100% лаг-фаза роста культуры растянулась во времени, и темп 

прироста биомассы и накопления рибофлавина был относительно невысок (рис. 

5.57). При снижении на 3 часа подачи воздуха до уровня лимита по кислороду ско-

рость накопления биомассы и рибофлавина повысилась, и культура перешла в экс-

поненциальную фазу роста. Однако про повторном повышении уровня аэрации 

рост бактерий снова стал ингибироваться избыточным количеством О2 в культу-

ральной жидкости. По мере снижения показателя рО2 ослаблялось также ингиби-

рующее действие кислорода, и в некоторый момент культура опять вошла в экспо-

ненциальную фазу роста. Уровень рО2 при этом составлял около 20%. Поддержи-

вая аэрацию на данном уровне, удалось обеспечить стабильный рост микроорга-

низмов и накопление рибофлавина.  

Таким образом, штамм B. subtilis Y51/pMX45 №18/4, обладающий потенци-

ально высокой биосинтетической активностью по рибофлавину, чувствителен к 

повышенному уровню аэрации, что косвенно свидетельствует о возможном угне-

тении его роста и активности высокими концентрациями продуктов химического 

окисления, предположительно продуктами окисления рибофлавина. Данное обсто-

ятельство позволяет рекомендовать, как одну из мер устранения негативного влия-

ния оксидативного стресса, поддержание оптимального уровня концентрации рас-

творенного кислорода 10–20% от насыщения. Выше оптимального интервала кон-

центраций находится зона, где кислород оказывает оксистатическое воздействие, 

что может быть обусловлено воздействием АФК на бактериальные клетки. Ниже 

оптимального диапазона располагается зона лимита по кислороду.  

Вероятно, адаптируя бактерии к оксидативному стрессу, можно расширить 

вышеназванный интервал концентраций, в частности, поднять его верхнюю грани-

цу, что позволило бы интенсифицировать метаболизм микроорганизмов. Но про-

цесс подобной адаптации сопряжен со всеми трудностями, связанными с потерей 

активности продуцента при пассировании.  

Целенаправленные эксперименты с различной степенью освещенности куль-

туры, адаптируемой путем пассирования к пероксиду водорода и пассируемой без 

внесения пероксида водорода, показали, что умеренное освещение – интенсивность 

ниже 500 Лк – может повысить показатели роста биомассы и накопления рибофла-

вина; напротив, слишком интенсивное освещение – около 5000 Лк – ухудшает рост 

биомассы, выход рибофлавина и стабильность продуцента (рис. 5.58). 
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Рисунок 5.57 – Влияние уровня аэрации на скорость накопления биомассы 

А) 1 – кривая роста микроорганизмов; 2 – уровень рО2. 

Б) 1 – кривая накопления рибофлавина; 2 – уровень рО2. 
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Рисунок 5.58 – Влияние уровня освещения видимым светом на накопление 

биомассы и рибофлавина в пассажах различных линий рибофлавинсинтезирующей 

культуры B. subtilis Y51/pMX45. 

А) Накопление биомассы; Б) Накопление рибофлавина  

Линия 3 – с пассированием к вносимому H2O2; линия 4 – контроль, пасcиро-

вание без внесения H2O2. 
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Наибольший уровень накопления биомассы и рибофлавина наблюдается в ва-

рианте преадаптации к пероксиду и умеренном освещении. По-видимому, при дан-

ном уровне освещения количество активных форм кислорода находится в зоне оп-

тимума, в которой наблюдается позитивное совместное действие видимого света и 

АФК. Эти результаты согласуются с выводами, сделанными при использовании 

других культур микроорганизмов, что при оптимальной комбинации стрессоров и 

антистрессоров возможно увеличение биосинтетической активности. 

По сравнению с вариантом умеренного освещения синтез рибофлавина и 

накопление биомассы при внесении H2O2 в темноте намного ниже вследствие от-

сутствия или малого эффекта адаптации культуры к вносимому H2O2 или иным 

АФК, генерируемым в результате окисления рибофлавина в аэробных условиях. 

Аналогичный эффект наблюдается у дрожжевых культур и лактобактерий при 

адаптации к стрессу в темноте и связан, возможно, с отсутствием фоторепарации в 

данных условиях. 

Сравнение изменений в контрольной линии 4 показывает, что при том же 

умеренном освещении 500 Лк линия 4 накапливает также несколько больше био-

массы и рибофлавина, чем в темноте. Можно опять же предположить, что это обу-

словлено генерированием рибофлавином свободнорадикальных частиц в аэробных 

условиях, действующим аналогично пероксиду водорода. Причем при данном 

уровне освещения количество активных форм кислорода находится в зоне оптиму-

ма, в которой наблюдается позитивное действие видимого света и АФК. Чрезмер-

ное освещение 5000 Лк подавляет и рост биомассы, и синтез рибофлавина в линии 

4, так же как и в линии 3. 

Таким образом, наблюдаемые эффекты подтверждают предположение о проок-

сидантном действии рибофлавина и/или других веществ, содержащихся в фермента-

ционной среде и возможном положительном действии умеренных доз АФК и види-

мого света невысокой интенсивности на показатели биосинтеза, что согласуются с 

данными, полученными с использованием других культур микроорганизмов. 

Применительно к продуцентам рибофлавина подходящими параметрами 

аэрации и освещенности могут быть: концентрация растворенного кислорода в 

среде – 10–20% от уровня насыщения, удельная величина вводимой энергии види-

мого света – 20–100 мВт/л. 
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5.4.3.3. Вывод рибофлавина из зоны ферментации путем его поглощения 

адсорбентом 

 

Для устранения токсичных продуктов, образуемых при культивировании про-

дуцентов рибофлавина, был апробирован метод адсорбции с активированным уг-

лем в слое агара, аналогичный использованному при культивировании галобакте-

рий. Гранулы угля АГ-3 инкапсулировали в слой агара на дне колбы; поверх этой 

подложки наливалась питательная среда. В процессе культивирования ингибиторы 

диффундировали через слой агара и адсорбировались на угле.  

Этот метод рассматривался с целью проверки его эффективности в процессе 

пассирования и подготовки инокулята для ферментации. При каждом новом пере-

севе с колбы на колбу с углем осуществлялся также посев на колбу без угля, чтобы 

после каждого пассажа можно было определять количество рибофлавина, не экс-

трагируя его из угля (что привело бы к большой погрешности определения количе-

ства синтезированного рибофлавина). Результаты первых пяти пассажей показали, 

что при использовании активированного угля уровень накапливаемого рибофлави-

на стабилизировался в 3-ем пассаже. В 5-ом пассаже количество витамина было 

больше, чем в опытах без инкапсулированного угля. Однако, падение биосинтети-

ческой активности оставалось резким – после первых 3 пересевов концентрация 

рибофлавина снижалась в 6 раз. Напротив, концентрация биомассы во всех вариан-

тах возрастала от пассажа к пассажу. После 4–5 пересевов она стабилизировалась и 

в 3 раза превосходила уровень накопления в первом пассаже.  

Столь интенсивный рост бактерий обусловлен, по-видимому, отсутствием в 

среде не только окисленного рибофлавина, но и других токсичных соединений, ад-

сорбируемых углем.  

В вариантах, подвергнутых освещению, уровень рибофлавина был ниже, чем 

в затемненных колбах, в то время как уровень биомассы немного выше. Это указы-

вает на то, что, устранив стрессовое воздействие токсичных продуктов, все же не-

возможно избавиться от потери рибофлавинсинтетической активности. Данный 

штамм склонен к реверсии, и снятие стрессового воздействия образующимися ток-

сичными продуктами не остановит, а только замедлит снижение активности. 

Таким образом, учитывая положительное действие обработки углем биомассы 

продуцента в отношении сохранения его биосинтетической активности, использо-

вание инкапсулированного угля представляется целесообразным для подготовки 

инокулята для ферментации. При культивировании с углем при затемнении фер-

ментационной среды наряду с лучшим сохранением целевой биосинтетической ак-
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тивности повышается концентрация клеток в инокуляте, что, в свою очередь, мо-

жет сократить продолжительность лаг-фазы и всего процесса ферментации. 

 

5.4.3.4. Внесение химических антиоксидантов в среду культивирования 

 

Результаты экспериментов с пассированием на колбах в течение 3 пассажей с 

добавлением цистеина в количестве 1 г/л, либо аскорбиновой кислоты в количестве 

2 г/л, либо янтарной кислоты в количестве 2 г/л показали, что накопление рибо-

флавина во всех вариантах падало, однако при добавлении аскорбиновой кислоты 

уровень рибофлавина был на 15% выше по сравнению с контролем на стадии 1-го 

пассажа, и на 60% – на стадии третьего пассажа. Добавление цистеина также ока-

зывало положительное воздействие, в то время как янтарная кислота не влияла на 

процесс биосинтеза. Таким образом, внесение химических антиоксидантов, в 

принципе, позволяет повысить выход рибофлавина. Наибольшее благоприятное 

воздействие на биосинтез рибофлавина оказывает аскорбиновая кислота.  

 

5.4.4. Ферментация в биореакторе с учетом оксидативных воздействий 

 

Возможности совершенствования культивирования рекомбинантных проду-

центов рибофлавина с учетом выявленных особенностей оксидативных воздей-

ствий были протестированы при проведении ферментации в лабораторном биоре-

акторе объемом 5 л, в который заливали 2 л ферментационной среды. Фермента-

цию вели при поддержании подходящих параметров культивирования – pO2 на 

уровне 10–20% от насыщения, умеренная удельная величина вводимой энергии ви-

димого света – около 50 мВт/л. 

В первой серии экспериментов оценивали скорость падения биосинтетиче-

ской активности продуцента B. subtilis B-52 при использовании посевного материа-

ла с разной степенью пассирования. Как видно из результатов, представленных на 

рис. 5.59А, 5.59B, 5.59C по мере пассивирования и в контрольном варианте, и в ва-

рианте с внесением H2O2 наблюдается увеличение уровня накопления биомассы и 

падение выхода рибофлавина. Данная закономерность, согласуется с представле-

нием о нестабильности рекомбинантного штамма даже в присутствии эритромици-

на и реверсией его к прототрофным вариантам. 

Обращает на себя внимание увеличение скорости роста биомассы адаптиро-

ванной линии по сравнению с контрольной (рис. 5.59А), сопровождаемой большей 

скоростью накопления рибофлавина (рис. 5.59B) и потребления редуцирующих 

веществ (рис. 5.59C) в первые 20 ч культивирования. В то же время после 20 ч 
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культивирования в адаптированных линиях синтез рибофлавина и потребление са-

харов резко замедляется. Возможно, такое поведение адаптированной линии обу-

словлено тем, что при ферментации в биореакторе пероксид водорода в среду не 

вносили. Непосредственно после засева адаптированная линия еще находится в со-

стоянии индуцированного оксидативного стресса, в течение которого поддержи-

ваются системы репарации, помогающие клеткам преодолевать неблагоприятное 

воздействие стрессоров. Однако постепенно в результате деадаптации культура 

возвращается в состояние нормы, что начинает проявляться через 20 ч от начала 

ферментации, сопровождается перестройкой метаболизма и торможением ростовой 

и биосинтетической активности. 

Как следует из результатов ранее проведенных нами экспериментов с другими 

продуцентами, такой процесс деадаптации может произойти уже через 2–3 пасси-

рования в отсутствие селективного давления.  

Полученные в опытах в биореакторе результаты позволили предположить, что 

наиболее эффективным может оказаться вариант культивирования адаптированной 

к H2O2 линии с дробным внесением пероксида небольшими порциями по 0,1–0,5 

г/л в первые сутки культивирования, а в варианте с подпиткой субстратом – по ме-

ре роста культуры и накопления рибофлавина. Поэтому во второй серии экспери-

ментов с продуцентом рибофлавина Bacillus subtilis B-52 ферментацию вели в пе-

риодическом режиме с подпиткой субстратом.  

На рис. 5.60 представлены результаты сравнительных экспериментов в вари-

анте с внесением и без внесения H2O2. В данном случае в контрольном опыте, без 

внесения H2O2, в качестве посевного материала использовали биомассу 10-го пас-

сажа (считая с момента высева на жидкую среду с чашек Петри). В опыте с культи-

вированием преадаптированной линии бацилл в качестве посевного материала ис-

пользовали биомассу 10-го пассажа, полученную на посевной среде с внесением 

H2O2 в условиях умеренного освещения видимым светом (энергетическая осве-

щенность не более 100 мВт/л), при этом в обоих случаях при культивировании 

непосредственно в биореакторе пероксид водорода вносили на 20-й (0,45 г/л H2O2), 

45-й (0,2 г/л) и 70-й (0,2 г/л) час с момента культивирования. Использовалась под-

питка субстратом следующего состава (г/л): сахароза – 450; мальтоза – 250, 

(NH4)2SO4 – 10, триптон – 10, дрожжевой экстракт – 15. 

Как видно из результатов, представленных на рис. 5.60, в варианте с внесени-

ем H2O2 наблюдается увеличение уровня накопления рибофлавина по ходу фер-

ментации и подпитки, при этом биосинтетическая активность культуры сохраняет-

ся на протяжении более длительного времени, чем в варианте без внесения H2O2.  
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Рисунок 5.59 – Изменение концентрации биомассы (А), рибофлавина (Б) и 

концентрации редуцирующих веществ (В) при культивировании в биореакторе ли-

ний штамма B. subtilis B-52. 

1 – контроль, 1-й пассаж; 2 – контроль, 10-й пассаж; 3 – линия 3 5-го пассажа, 

адаптированная к H2O2; 4 – линия 3 10-го пассажа, адаптированная к H2O2. 

 

 

На заключительном этапе исследований в биореакторе апробировали процесс 

с добавлением антиоксиданта – аскорбиновой кислоты в посевную и ферментаци-

онную среды в количестве 2 г/л, а также с подготовкой посевного материала в при-

сутствии угля. Предподготовка инокулята на угле приводила к увеличению уровня 

биомассы в ферментере на 30%, при этом количество накапливаемого рибофлавина 

возрастало на 8%. Добавление аскорбиновой кислоты практически не влияло на 

рост культуры, но повышало уровень рибофлавина на 16%. 

Результаты опытов в ферментере подтвердили возможность повышения фи-

зиологической и биосинтетической активности микроорганизмов-продуцентов при 

совместном действии стрессоров (H2O2) и антистрессоров (видимого света, антиок-

сидантов, обработка инкапсулированным углем) в подходящих режимах культиви-

рования.  
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Рисунок 5.60 – Изменение показателей роста и биосинтеза при культивирова-

нии в биореакторе в режиме с подпиткой субстратом линий штамма B. subtilis B-52 

и освещения видимым светом. 

Пунктир – с внесением H2O2, сплошная линия – контроль без внесения H2O2.  
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Таким образом, эксперименты с рекомбинантными штаммами показали воз-

можность совершенствования процесса управляемого культивирования и биосин-

теза рибофлавина путем рационального сочетания стрессорных и антистрессорных 

воздействий на популяцию продуцентов, при этом положительный эффект может 

достигаться за счет снижения скорости реверсии рекомбинантного штамма к про-

тотрофным вариантам и фотосенсибилизирующего и прооксидантного угнетающе-

го действия накапливаемого рибофлавина и продуктов окисления компонентов пи-

тательной среды на клетки продуцента, наиболее заметного в условиях интенсив-

ных аэрации и освещения ферментационной среды видимым светом. Учитывая, что 

рибофлавин-индуцированный стресс во многом аналогичен стрессу, вызванному 

действием пероксида водорода, адаптация популяции штамма-продуцента к дей-

ствию малых доз пероксида водорода при одновременном освещении видимым 

светом низкой интенсивности, достаточным для протекания, по-видимому, фото-

репарации, но недостаточным для проявления фотосенсибилизирующих свойств 

рибофлавина, может иметь положительный эффект. В такой адаптации к оксида-

тивному стрессу имеют место два процесса: 1) внутрипопуляционная изменчивость, 

скорость которой возрастает при воздействии пероксида водорода и которая сопро-

вождается появлением субпопуляций с различиями по морфологическим, физиоло-

гическим, биохимическим и генетическим признакам; 2) повышение устойчивости 

совокупной популяции к агенту оксидативного стресса, в частности, к пероксиду во-

дорода. Эти совместные процессы могут нивелировать стрессовые воздействия у 

адаптированной популяции. Однако данный вариант ограничен потерей активности 

продуцента по мере пассирования к пероксиду водорода. К тому же, воздействие 

факторов оксидативного стресса может существенно ускорить реверсию штамма-

продуцента к дикому типу, что надо учитывать при поддержании биосинтетиче-

ской активности продуцента в ферментационном процессе. 

Другие варианты совершенствования микробиологической ферментации при 

биосинтезе рибофлавина: 

- использование свежеприготовленной питательной среды, в частности при-

менительно к источникам ростовых факторов; 

- поддержание условий аэрации на уровне 10–20% от равновесной концентра-

ции кислорода; 

- подготовка посевного материала на среде с инкапсулированным в агар акти-

вированным углем. 

Внесение химических антиоксидантов также может положительно повлиять 

на выход рибофлавина, однако их использование нецелесообразно по причине от-

носительно большого расхода при проведении ферментации. 
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ГЛАВА 6. СОВМЕЩЕННЫЕ ЭКОЛОГИЧЕСКИ ЧИСТЫЕ  

МЕТОДЫ БИОЛОГИЧЕСКОЙ ОЧИСТКИ СТОЧНЫХ ВОД 

 

Исследования, результаты которых представлены в данном разделе, проводи-

лись с учетом основных тенденций в области переработки отходов и биологиче-

ской очистки сточных вод, кратко изложенных в главе 1, разделе 3.2 и подробно 

рассмотренных в нашей книге [2]. 

В ходе исследований пытались «сочетать несочетаемое» – одновременно 

обеспечить высокую производительность, экологическую эффективность и высо-

кое качество очистки сточных вод путем использования реакторов современных 

конструкций, в частности, с гранулированным илом, с биопленкой, совмещения 

микробиологического процесса с мембранным разделением в мембранных реакто-

рах, без отвода избыточного активного ила из очистных сооружений и за счет ис-

пользования оптимального оксидативного воздействия. 

 

6.1. Очистка стоков спиртовой и пивоваренной промышленности 

 

6.1.1. Биологическая очистка реальных и модельных стоков солодовни 

 

Эксперименты с биологической очисткой стока солодовни были начаты по 

инициативе фирмы «Энвиро-Хеми ГМбХ» (ФРГ), столкнувшейся с проблемой не-

удовлетворительной работы очистных сооружений, построенных по проекту фир-

мы для ряда отечественных солодовен. 

Был взят реальный промышленный сток солодовни (Вороновский завод по 

производству солода, ВЗПС, пос. Вороново, Московская обл.), а именно наиболее 

загрязненный сток – первая сливная вода (первая вода замачивания) из чанов после 

замачивания ячменя. Первая вода замачивания солодовни поступает вместе с дру-

гими стоками на очистные сооружения ВЗПС с типичной системой биологической 

очистки, включающей в себя емкость-усреднитель объемом 1000 м
3
, аэротенк объ-

емом 2000 м
3
 с вторичным отстойником объемом 250 м

3
 и рециклом части ила, до-

очистку сточной воды после аэротенка на тканевом фильтре и с обработкой ультра-

фиолетом. Типичный состав первой сливной воды замачивания ячменя приведен в 

табл. 6.1. 

Пуск в 2005 г. и эксплуатация построенных очистных сооружений солодовен 

показали, что их сточные воды крайне сложно поддаются биологической очистке. 

При требуемых нормативах очистки по ХПКвых. 30 мг/л сооружения снижают 

ХПКвых. в лучшем случае лишь до 80–120 мг/л. Активный ил в аэротенке склонен к 

вспуханию, пенообразованию, плохо отделяется во вторичных отстойниках.  
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Таблица 6.1 – Характеристика первой воды замачивания ВЗПС 

Показатель Значение 

pH 6,2–6,5 

ХПК, мг/л 

нефильтров. 

фильтров. 

 

2400–4900 

1500–4000 

БПК5нефильтров., мг/л 1600–1900 

БПК5фильтров., мг/л 1300–1800 

NH4
+
-N, мг/л 14–33 

Nобщ., мг/л 110–150 

Pобщ., мг/л 48 

Углеводы, (моносахара в пересчете на глюкозу), мг/л 200–250 

Сухой остаток, мг/л 3500–4000 

 

Комплексное обследование очистных сооружений и анализ причин их неудо-

влетворительной работы, выполненные нами, показали, что содержание загрязне-

ний в сточной воде в пиковые периоды суток – при сбросе на очистные сооружения 

первой воды замачивания – превышает значения, установленные техническим за-

данием в 2–3,2 раза. Соотношение ХПК/БПК5 = 1,3–2,7 в водах замачивания в 

среднем выше установленного техническим заданием (1,25), что обусловлено при-

сутствием в стоках солодовни ряда веществ, таких как флавоноиды (см. раздел 

3.2.3), устойчивых к биологическому окислению в аэробных условиях. 

Для выяснения причин нестабильной работы был проведен корреляционный 

анализ данных с сопоставлением входных и выходных показателей и параметров 

очистки. Сопоставление биологической активности илов, отобранных из разных 

солодовен, и дополнительные целенаправленно поставленные лабораторные экспе-

рименты показали, что на работу очистных сооружений отрицательно влияют сле-

дующие обстоятельства: 

- периодически наблюдающийся дефицит доступного азота вследствие угне-

тения активности гидролитических бактерий и бактерий-аммонификаторов в 

аэробных условиях; 

- повышенная вспениваемость наиболее загрязненных стоков, интенсивное 

развитие нитчатых бактерий, обусловленное дефицитом доступного азота и чрез-

мерной аэрацией в аэротенке; 

- возможный дефицит жизненно важных биогенных элементов (Fe, K, Mg) в 

технологической, и как следствие, сточной воде; 
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- отрицательное влияние моющего средства, используемого на ВЗПС, в первую 

очередь на микроорганизмы-гидролитики и на простейших в аэробных условиях, в 

результате чего ухудшается осаждаемость ила, повышается мутность воды после 

осаждения взвешенных веществ и ухудшается работа механического фильтра; 

- нестабильность условий очистки: количества вносимых реагентов, скорости 

потоков сточной воды. 

При этом важное значение имеет происхождение активного ила: ил с очист-

ных сооружений солодовни с большей активностью лучше удаляет загрязнения из 

стоков других солодовен. 

Для выработки рекомендаций по устранению негативных явлений в работе 

очистных сооружений ВЗПС был проведен ряд мероприятий непосредственно на 

очистных сооружениях, а также тестовые эксперименты в колбах на качалке при 

аэрации среды, включающие: 

- внесение дополнительного количества азота в стоки: аммонийного,  

   нитратного, аминного, мочевины; 

- уменьшение интенсивности пенообразования; 

- внесение коагулянта – оксихлорида алюминия в аэротенк, либо во  

  вторичный отстойник; 

- изменение скорости рецикла ила из вторичного отстойника в аэротенк; 

- внесение дополнительного количества сульфатов в стоки; 

- внесение дополнительного количества ионов K
+
, Mg

2+
; Fe

2+
; 

- внесение биопрепарата для доочистки сточных вод; использовался  

   специализированный препарат Waste Treat, поставщик – фирма ООО  

   «РСЭ-трейдинг». 

По результатам выполнения мероприятий и проведения дополнительных ла-

бораторных исследований были выявлены условия, улучшающие скорость биоло-

гического окисления и в наибольшой степени снижающие ХПК воды на выходе, и 

выработаны следующие рекомендации: 

- перемешивание сточных вод в усреднителе-смесителе без аэрации; 

- поддержание уровня растворенного кислорода в аэротенке в пределах  

  1,5–2,5 мг/л; 

- внесение в качестве питательной подкормки мочевины в количестве не более 

5–10 г мочевины на 1 м
3
 стоков, а также ионов Fe

2+
 (не более 3 г/м

3
 стоков), K

+
 (не 

более 3 г/м
3
) и Mg

2+
 (не более 3 г/м

3
); 

- внесение коагулянта – оксихлорида алюминия в количестве 0,1–0,3 л/м
3
; 
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- поддержание скорости рецикла возвратного ила из вторичного отстойника 

на уровне 50–60 м
3
/ч при общем потоке сточных вод, поступающих на вход очист-

ных сооружений, около 40 м
3
/ч; 

- обеспечение стабильности условий очистки, что улучшает адаптацию актив-

ного ила к окислению загрязнений сточных вод; 

- замена моющего средства. 

Однако все эти меры не привели к кардинальному снижению остаточного зна-

чения ХПК и цветности после 2-х – 3-х суток биологического окисления загрязнений 

сточной воды. ХПКвых. в наиболее удачных вариантах очистки по-прежнему остава-

лось на уровне 60–100 мг/л, превышающем природохранные требования (30 мг/л). 

В этой связи было решено апробировать метод биологической очистки с вне-

сением H2O2, учетом фактора освещения среды для решения проблемы очистки 

сточных вод солодовен. 

 

6.1.2. Очистка в условиях контролируемого оксидативного воздействия в 

периодическом режиме 

 

Тестовые эксперименты с внесением H2O2 проводились в периодических 

условиях в колбах на качалке при аэрации среды, с активным илом, отобранным из 

очистных сооружений ВЗПС. До проведения этих опытов активность ила постоян-

но поддерживалась путем пересевов на стоки ВЗПС или модельный сток (на основе 

пива «Балтика 0», см. ниже) и аэрирования ила со стоком в колбах на качалке. Пе-

ресевы проводились обычно 1 раз в 3–6 сут. в зависимости от ХПК в исходной сре-

де. В ходе пересева содержащую ил среду переливали в мерный цилиндр и давали 

отстояться в течение 5–7 минут, затем сливали надосадочную жидкость до объема 

30 мл. Осевший ил заливали новой порцией сточной воды до объема 100 мл и ста-

вили на качалку. В ряде случаев в опытах контролировали величину pH. В качестве 

нейтрализующего реагента использовался 2 н раствор NaOH. 

На рис. 6.1 приведены результаты очистки в колбах с илом, отобранным непо-

средственно в период пуско-наладки очистных сооружений ВЗПС. Видно, что по 

мере адаптации ила к окислению загрязнений сточной воды наблюдается повыше-

ние степени удаления загрязнений. За 1,5 мес. непрерывной работы очистных со-

оружений в период пуско-наладки (с 16.06.05 по 29.07.05, в том числе с 28.06.05 по 

29.07.05 – при полной нагрузке) количество удаленного ХПК в тестовых экспери-

ментах повысилась с 50% до 80% по удаленной ХПКфильтр. – к концу первых суток, 

и с 80% до 90% – к концу третьих суток. Остальная часть загрязнений стоков не 

окисляется из-за присутствия биологически стойких загрязнений. 
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Рисунок 6.1 – Динамика потребления загрязнений в тестовых экспериментах в 

колбах на качалке по мере функционирования очистных сооружений ВЗПС. 

 

Для исследований с внесением H2O2 был получен активный ил, адаптирован-

ный к пероксиду водорода, по процедуре, отработанной ранее при изучении биоло-

гического окисления фенола (см. разделы 4.2, 6.2.1).  

Для этого путем последовательных пассажей в качалочных колбах при усло-

виях, описанных ранее, но с учетом фактора освещения среды видимым светом, 

велись 2 линии активного ила: контрольная (без внесения H2O2) и с внесением 

H2O2. Колбы освещались на качалке фоновым светом лаборатории с уровнем осве-

щенности на поверхности колб 100–200 Лк. Пероксид водорода вносился в виде 

10% H2O2 в количестве 200 мг/л через час после пересева. Результаты показали, что 

пероксид водорода в использованных концентрациях не угнетал развитие аэробно-

го ила. Напротив, по ходу возрастания числа пассажей наблюдалась тенденция по-

вышания уровня и скорости накопления биомассы и степени очистки в варианте с 
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внесением H2O2 относительно контроля. Это повышение уровня накопления био-

массы и степени очистки наблюдалось при исходном ХПК стока 2000–2500 мг/л и 

нивелировалось при ХПКисх. выше 3000 мг/л.  

В дальнейшем поддерживались 8 линий аэробного ила: 2 контрольные и 6 от-

личающихся условиями внесения H2O2 и адаптации к пероксиду водорода. Всего 

было проведено 6 пассажей активного ила на очищаемых стоках с внесением пе-

роксида водорода. Пересев осуществлялся 1 раз в 2–5 сут. 

В табл. 6.2 представлены результаты очистки первой сливной воды замачива-

ния ячменя ВЗПС (ХПКфильтр., цветность после центрифугирования суспензии при 

λ=400 нм, l = 1 см) для различных пассажей и линий активного ила в сравнении с 

контрольными вариантами (без внесения H2O2). 

 

Таблица 6.2 – Показатели очистки сточной воды ВЗПС при внесении H2O2 и с 

использованием линий ила, адаптированных к внесению H2O2. 

№ 

пас-

са-

жа 

 

Пока-

за-

тель 

 

Время 

с мо-

мента 

пере-

сева, 

ч 

Контроль, 

без H2O2 

Линия активного ила с внесением H2O2 и 

освещением 

1к 2к 1 2 3 4 5 6 

2 ХПК 165 227 192 259 230 242 230 204 215 

2 Цвет- 

ность 

165 0,239 0,215 0,217 0,247 0,216 0,223 0,220 0,216 

4 ХПК 

 

49 

69 

96 

203 

142 

213 

113 

103 

104 

104 

94 

73 

88 

88 

104 

93 

117 

80 

99 

79 

70 

83 

62 

74 

100 

58 

81 

4 Цвет- 

ность 

49 

69 

96 

0,138 

0,161 

0,088 

0,099 

0,114 

0,088 

0,093 

0,098 

0,098 

0,096 

0,100 

0,082 

0,093 

0,123 

0,088 

0,097 

0,111 

0,090 

0,093 

0,088 

0,098 

0,091 

0,086 

0,093 

5 ХПК 73 112 113 82 77 71 55 58 58 

6 ХПК 

 

23 

50 

71 

124 

91 

78 

160 

125 

69 

130 

86 

63 

130 

92 

27 

104 

63 

47 

94 

49 

66 

116 

43 

61 

132 

76 

55 

 

Как видно из представленных данных, варианты с внесением H2O2 по мере 

адаптации ила к пероксиду водорода (по мере увеличения числа пассажей) обеспе-

чивают увеличение скорости окисления органических загрязнений (по ХПК) и 

снижение остаточного содержания ХПК в 1,5–3 раза по сравнению с контролем. 

Для повышения качества очистки достаточно использовать 4 пассажа ила. 
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Таким образом, эксперименты с реальным стоком солодовен подтвердили по-

ложительное действие пероксида водорода в отношении повышения качества 

очистки при использовании активного ила, преадаптированного к H2O2, и фоновом 

освещении среды видимым светом. 

 

6.1.3. Очистка в условиях контролируемого оксидативного воздействия в 

непрерывном режиме 

 

После проведения работ со стоком солодовни исследования продолжили с 

модельным стоком на основе безалкогольного пива «Балтика 0», разбавленного во-

дой от 50 до 200 раз, в зависимости от целей эксперимента (табл. 6.3). Чистое пиво 

«Балтика 0» содержит мальтозную патоку, хмель, этиловый спирт в количестве 

0,5%. ХПК свежего неразбавленного пива составляет 152000 мг/л, pH 6,2. Данный 

модельный сток в определенный степени воспроизводит сток в виде первой воды 

замачивания ячменя. 

 

Таблица 6.3 – Характеристика модельного стока 

                               Показатель Значение 

рН 4–6 

ХПК, мг/л 600–4000 

N-NH
+

4, мг/л 14–66 

Nобщ, мг/л 30–220 

Робщ, мг/л 1,0–10,0 

Углеводы (моносахара в пересчете на 

глюкозу), мг/л 

50–400 

Сухие вещества, мг/л 700–7000 

 

Влияние добавления пероксида водорода на эффективность очистки по ХПК 

изучалось в биореакторе с вторичным отстойником при освещении его содержимо-

го видимым светом при очистке с биопленкой и с активным илом (см. рис. 4.4). 

Вода, выходящая из биореактора, поступала во вторичный отстойник, суспензия 

ила осаждалась и полностью возвращалась в биореактор со дна отстойника. Выхо-

дящая из вторичного отстойника осветленная вода собиралась в приемную ем-

кость. Пероксид водорода вносился в очищаемую среду порциями с интервалами 

от 1 сут. до 7 сут. в зависимости от плана эксперимента. 

В качестве первичного инокулята использовали ил с очистных сооружений 

солодовни (пос. Вороново, Моск. обл.). Этот ил заблаговременно отобрали и хра-

нили при +4 
о
С.  
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Первоначально процесс очистки проводили в режиме с биопленкой и без вне-

сения H2O2. В качестве стартовой в биореактор загрузили около 3,5 л очищаемой 

среды с ХПК около 800 мг O2/л, и внесли 30 мл аэробного активного ила. Первые 

42 сут. для накопления ила процесс проводился в периодическом режиме с внесе-

нием новой порции модельного стока в количестве 1 л каждые 44–50 ч. При этом 

также наблюдали образование биопленки на стенках биореактора, вторичного от-

стойника и переливных шлангов. Далее режим очистки переводили на непрерыв-

ный с ХПК подаваемой среды в интервале 800–1200 мг O2/л и временем пребыва-

ния среды в реакторе около 5 сут. В этом режиме по мере нарастания биопленки 

доля удаляемого ХПК повышалась, а содержание взвесей в выходном стоке падало. 

Спустя 10 сут. после перевода биореактора на непрерывный режим работы 

нагрузку на реактор повысили в 2 раза с подачей стока в дневное (рабочее) время 

порциями через 6 ч. Несмотря на увеличение суточного количества подаваемого 

стока ХПК на выходе продолжало уменьшаться, что свидетельствовало о 

стабильной работе реактора и продолжении увеличения его окислительной 

способности по мере нарастания биомассы. Спустя 49 суток после начала 

проведения эксперимента реактор перевели на непрерывный режим подачи стока 

со скоростью разбавления среды 0,5 сут
–1

 (время пребывания среды в реакторе 2 

сут.). Во всех режимах очистки ХПК стока на выходе не было ниже 150–160 мг/л.  

На 80-е сутки эксперимента в реактор стали вносить малыми дозами H2O2 с 

постепенным повышением общей суточной дозы вносимого пероксида, чтобы 

обеспечить возможность адаптации ила к H2O2. Одновременно исследовалась реак-

ция ила и изменение показателей очистки в зависимости от дозы вносимого H2O2. 

Внесение пероксида водорода в относительно небольших дозах 35–140 

мг/л.сут сразу же привело к резкому падению ХПК на выходе – с 250 мг/л до 10–

100 мг/л. Снижению остаточного ХПКвых. соответствовало увеличение дыхатель-

ной активности ила (рис. 6.2). Такая антикорреляция между дыхательной активно-

стью и изменением ХПКвых. очевидна, поскольку с увеличением дыхательной ак-

тивности ила увеличивается скорость, с которой окисляются органические веще-

ства, что приводит к уменьшению ХПКвых. и подтверждает достоверность наблюда-

емых положительных эффектов воздействия небольших доз пероксида водорода 

при освещении очищаемой среды. 
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совместное изменение ХПКвых и Дых. Активности в 

притяжении опыта по суточной дозе H2O2
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Рисунок 6.2 – Сопоставление изменения дыхательной активности с изменени-

ем ХПКвых. в режиме проточной очистки с внесением H2O2 и освещением среды. 

Серия 1 – дыхательная активность; серия 2 – ХПКвых 

 

Увеличение дыхательной активности ила наблюдалось вплоть до повышения 

суточной дозы вносимого пероксида водорода до 140 мг/л.сут. При увеличении су-

точной дозы H2O2 до 0,3 г/л дыхательная активность падала, при этом показатели 

очистки ухудшались, однако при последующем снижении суточной дозы до 0,21–

0,22 г/л и далее до 0,035 г/л дыхательная активность вновь повышалась, а ХПКвых. 

снизилось. Такие изменения свидетельствуют, во-первых, об обратимости ответов 

ила на оксидативное воздействие при сохранении его окислительной способности и 

ее возрастании по мере адаптации ила к пероксиду и, во-вторых, о действии H2O2 

на физиологическое состояние активного ила, способствующее повышению его ак-

тивности, а не о снижении ХПК за счет химических или фотохимических процес-

сов с участием H2O2. 

Положительное действие H2O2 и видимого света проявляется и в изменении 

содержания взвешенных веществ в выходящей из реактора воде, которое снизилось 

с 0,02–0,03 до 0,005–0,012 усл. ед. оптической плотности через 8–11 сут. с момента 

начала внесения пероксида. 

Оптимальная суточная доза внесения H2O2 в данной серии опытов составила 

140 мг/л (рис. 6.3). 
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граф изображение зависимости ХПКвх и ХПКвых от 
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Рисунок 6.3 – Изменение качества очистки в зависимости от суточной дозы 

добавляемого H2O2. 

Серия 1 – ХПКвых.; Серия 2 – ХПКвх. 

 

Таким образом, совместное действие H2O2 и видимого света приводит к 

улучшению показателей очистки в проточном режиме с биопленкой, при этом 

уменьшается содержание взвешенных веществ в выходящей воде, а главное, 

уменьшается значение ХПКвых. вплоть до величин, не превышающих 

установленные природоохранные нормы (15 мг/л) без видимого угнетения 

активности биоценоза очистных сооружений. 

Данные опытов в проточном режиме очистки в реакторе с биопленкой 

подтверждают обнаруженный эффект повышения качества очистки сточных вод при 

комбинированном воздействии относительно небольших доз H2O2 и видимого света. 

На следующем этапе экспериментов с проточной очисткой с активным илом 

биореактор модифицировали, оснастив его механической мешалкой. Эксперимен-

ты также проводили на фоне одновременного изучения влияния режима освещен-

ности на биологическую очистку. 

Как и ранее, объектом исследования служила модельная сточная вода на ос-

нове пива «Балтика 0», разбавленного водой от 50 до 200 раз, в зависимости от це-

лей эксперимента. В качестве источника активного ила в биореакторе использова-

лись ил и биопленка, сформированные при изучении очистки в биореакторе с био-

пленкой.  
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Вначале в режиме очистки с внесением H2O2 поддерживали средний уровень 

освещенности содержимого биореактора вблизи поверхности стеклянной обечайки 

фоновым светом лаборатории 100–200 Лк (10–20 мВт на 1 л среды в реакторе). На 

определенном этапе исследований биореактор дополнительно освещали двумя 

лампами дневного света Philips мощностью по 20 Вт каждая, в результате средний 

уровень освещенности на поверхности обечайки составлял около 3500 Лк (250 

мВт/л). 

На рис. 6.4 – рис. 6.5 представлена часть результов экспериментов которые 

проводились на протяжении 19 месяцев непрерывно в проточном режиме очистки 

модельного стока. Анализировались изменения ХПКвых. при различных режимах 

освещения, внесения H2O2, времени пребывания среды в системе и ХПКвх. Во всех 

случаях ХПК определяли до внесения H2O2. При разовом внесении H2O2 его со-

держание расчитывали суммарно только на объем биореактора и вторичного от-

стойника без учета подачи сточной воды в реактор. Каждый заданный режим под-

держивался неизменным на протяжении от 1–2 недель до 1–2 мес. Изменения ХПК, 

представленные на графиках, получены при заданном режиме протока, ХПКвх. и 

условиях освещения. 

Из рис. 6.4 видно, что при ХПКвх. 3000–4000 мг/л и времени пребывания сре-

ды в системе около 3 сут. добавление пероксида водорода в оптимальных дозах, 

как правило, приводит к падению ХПКвых. от 2 до 4 раз. При прекращении подачи 

H2O2 на длительное время, 2 нед. и более, наблюдается возрастание ХПКвых. 

Из рис. 6.5 видно, что оптимальная доза H2O2, которую необходимо подавать 

в очищаемую воду, при ХПКвх. 3000–4000 мг/л составляет не более 5 мл/нед. 30% 

H2O2, что соответствует удельному количеству внесенного пероксида на весь объ-

ем среды (включая объем биореактора 3 л, вторичного отстойника 1,5 л, количе-

ство среды, подаваемой за неделю 10,5 л) не более 15 мг/л.сут. 

Эффект падения ХПКвых., типично в 2–4 раза, наблюдается при всех использо-

ванных временах пребывания среды в реакторе (от 1 до 9 сут) и ХПКвх. (от 700 до 

4000 мг/л). 

Сравнение эффекта последействия H2O2 в отношении падения ХПКвых. для 

времени пребывания среды в системе 9 сут., 2 сут. и 1 сут. показало, что в первом 

случае при времени пребывания среды в системе около 9 сут. и ХПКвх. 1200–1400 

мг/л эффект снижения ХПКвых. после внесения H2O2 длится до 13 сут. (рис. 6.6), т.е. 

примерно до 1,5 генераций микроорганизмов ценоза. 

При времени пребывания среды в системе около 2 сут. и ХПКвх. 1200–1400 

мг/л эффект снижения ХПК после внесения H2O2 длится 4–6 сут., т.е. примерно 

2,5–3 генерации микроорганизмов ценоза. 
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Рисунок 6.4 – Сопоставление изменения ХПКвых. с добавлением H2O2 по ходу очистки. 

ХПКвх. – 3000–4000 мг/л; объем среды в реакторе 3 л; объем отстойника 1,5 л; скорость подачи среды 1,5 л/сут.; время пре-

бывания среды в системе 3 сут.; интенсивность освещения 1600–3500 Лк (130–250 мВт/л). 0,1 мл однократного внесения H2O2 в 

сутки соответствует среднесуточной концентрации H2O2 2 мг/л (усредненно на весь суточный объем среды, включая сточную во-

ду, поданную на вход биореактора в течение суток), температура 27–32 
о
С. 
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Рисунок 6.5 – Зависимость ХПКвых. от недельной дозы внесенного H2O2. 

ХПКвх. – 3000–4000 мг/л; время пребывания среды в системе 3 сут.; интенсив-

ность освещения 1600–3500 Лк (130–250 мВт/л). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 6.6 – Изменение ХПКвых. и оптической плотности среды в биореакторе 

после разового добавления 14 мг/л H2O2. 

ХПКвх. – 1200–1400 мг/л; время пребывания среды в системе 9 сут.; интенсив-

ность освещения 3500 Лк (250 мВт/л); температура 22–28 
о
С. 320–344 сутки проточ-

ной очистки в биореакторе. ♦ – ХПКвых.; ○ – оптическая плотность. 
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Рисунок 6.7 – Изменение ХПКвых. и оптической плотности среды в биореакторе 

после разового добавления 18 мг/л H2O2. 

ХПКвх. – 700–900 мг/л; время пребывания среды в системе около 1 сут.; среда без 

освещения; температура 23–24 
о
С. 420-440 сутки проточной очистки в биореакторе. 

♦ – ХПКвых.; ○ – оптическая плотность. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 6.8 – Изменение ХПКвых. и оптической плотности среды в биореакторе 

после добавления 18 мг/л H2O2. 

ХПКвх. – 700–900 мг/л; время пребывания среды в системе 1 сут.; освещение 25–

40 Лк (2–3 мВт/л); температура 24–28 
о
С. 437–461 сутки проточной очистки в биоре-

акторе. 
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Рисунок 6.9 – Изменение ХПКвых. и оптической плотности среды в биореакторе 

после добавления 25 мг/л H2O2. 

ХПКвх. – 1400–1800 мг/л; время пребывания среды в системе около 2 сут.; осве-

щение 5–10 Лк (0,5–1 мВт/л); температура 16–17 
о
С. 547–555 сутки проточной очист-

ки в биореакторе. 

 

При времени пребывания среды в системе около 1 сут. и ХПКвх. 700–900 мг/л 

эффект снижения ХПК после внесения H2O2 длится 4–6 сут., т.е. примерно 2,5–3 гене-

рации микроорганизмов ценоза. 

Во втором и третьем случаях нагрузки на системы были близки, составляя 600–

700 и 700–900 мг/л.сут. соответственно. Возможно этим объясняется близость вели-

чин времени последействия внесения H2O2 во втором и третьем случаях (т.е. 4–6 сут.). 

Таким образом, при стандартных режимах работы аэротенка для обеспечения 

снижения ХПКвых. на всем протяжении очистки достаточно вносить H2O2 в среду че-

рез каждые 3–5 сут., порциями в оптимальных дозах 10–20 мг/л, т.е. с учетом притока 

среды в систему среднесуточно примерно 3–7 мг/л на суммарный объем среды, нахо-

дящейся в аэротенке с вторичным отстойником и поступившей в систему за 3–5 сут. 

При затемнении биореактора (рис. 6.7) или освещении среды видимым светом с 

интенсивностью 5–40 Лк (рис. 6.8, 6.9) эффект внесения пероксида водорода также 

наблюдается, однако он не столь явно выражен, как при более высоких уровнях осве-

щения. В темноте или при крайне низких уровнях освещенности фоторепарация не-

значительна, тем не менее положительный эффект низких доз H2O2 сохраняется. Это 

может быть объяснено тем, что биоценоз ила на момент проведения данной серии 
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опытов, во-первых, был уже в определенной степени адаптирован к H2O2, во-вторых, 

зависимостью эффекта от физиологического состояния популяции и ее плотности в 

среде. Такая зависимость наблюдалась в экспериментах с микробными и дрожжевыми 

культурами. 

Интерпретация результатов как проявление эффекта совместного положительно-

го действия низких доз H2O2 и видимого света с интенсивностью, достаточной для 

протекания фоторепарации, затрудняется тем обстоятельством, что по мере увеличе-

ния продолжительности эксперимента наблюдалось накопление микроводорослей и 

цианобактерий в среде, особенно обильное при высокой освещенности – к 360–395 

суткам эксперимента. Об этом свидетельствует уменьшение ХПКвых. после затемнения 

биореактора, который длительное время освещался светом с интенсивностью 3500 Лк 

(250 мВт/л), а также возрастание дыхательной активности ила, измеряемой по убыли 

pO2, наблюдаемой при кратковременном прекращении аэрации и перемешивания сре-

ды, при смене режима с освещением на режим с затемнением среды. При затемнении 

среды выделение кислорода фотосинтетиками прекращается, и содержание раство-

ренного кислорода в водной среде падает более резко. Известно, что обильный рост 

водорослей и цианобактерий приводит к повышению уровня накопления продуктов 

фотосинтеза, выделению части продуктов и метаболитов в окружающую среду и по-

вышению ХПКвых.. В то же время рост микроводорослей, но прежде всего цианобак-

терий, может сильно угнетаться уже небольшими дозами H2O2. Поэтому падение 

ХПКвых. при внесении H2O2 может быть также объяснено и негативным воздействием 

пероксида на рост фотосинтезирующих микроорганизмов, прежде всего цианобакте-

рий, а не гетеротрофов-деструкторов.  

Для достижения максимальной степени очистки по ХПК освещенность среды 

должна быть такой, чтобы в биоценозе ила содержалось минимальное количество фо-

тосинтетиков и в то же время могли протекать процессы фоторепарации при внесении 

H2O2. Этому режиму возможно соответствуют освещенность 25–40 Лк (2–3 мВт/л), 

при которой понижение ХПК было выражено в наибольшей степени (рис. 6.8). При 

этом уровне освещенности, ХПКвх. 700–900 мг/л, времени пребывания среды в систе-

ме около 1 сут. величина ХПКвых. в среднем составила 40 мг/л, а степень удаления 

ХПК 94,8%, достигая в отдельные моменты 97,5–99,7%. 

Оптическая плотность взвешенных частиц в толще среды биореактора на протя-

жении всех 19 мес. эксперимента обычно не превышала 0,2–0,3 ед., что соответствует 

содержанию взвешенных веществ около 150–200 мг/л, а в ряде случаев не превышала 

50–60 мг/л. 
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При высокой интенсивности освещения внесение пероксида водорода, в целом, 

приводило к некоторому падению оптической плотности среды в биореакторе (рис. 

6.6) и соответственно содержания взвешенных веществ (иловых частиц) в толще сре-

ды. При незначительном освещении или полном затемнении биореактора падения оп-

тической плотности при внесении H2O2 не наблюдалось (рис. 6.7, 6.8, 6.9).  

Оптическая плотность мало менялась при кратковременном затемнении биореак-

тора, но начинала возрастать при увеличении скорости протока. Однако после увели-

чения скорости протока оптическая плотность со временем вновь начинает снижаться 

и стабилизируется на уровне 0,1–0,3 ед., даже при времени пребывания среды в си-

стеме около 1 сут. (рис. 6.7, 6.8, 6.9). 

В целом, оптическая плотность среды падала по ходу ведения эксперимента, что 

объясняется автоселекцией и агрегированием микроорганизмов, способных удержи-

ваться в системе, и выносом плохо удерживаемых форм. В используемой нами систе-

ме с полным рециклом ила часть его находится в виде флокул, часть образует био-

пленку, а третья часть формирует гранулы. 

Независимо от режима освещения и внесения H2O2 использованная система с 

полной рециркуляцией ила устойчиво функционирует до ХПКвх. 2000 мг/л (рис. 6.10) 

и нагрузках по ХПК до 750–800 мг/л.сут. (рис. 6.11), при этом ХПКвых. не превышает 

250 мг/л. pH в среде авторегулируется и колебалось на всем протяжении эксперимента 

в интервале 6,5–8,3. Случаи пенообразования в системе наблюдались в первые 150 

сут. эксперимента. В дальнейшем образования пены и вспухания ила не возникало. 

Также в начальной фазе эксперимента наблюдалась плохая фильтруемость ила, обу-

словленная большим количеством слизи. Добавление пероксида водорода приводило 

к агрегированию такого плохо фильтруемого ила и резкому повышению его фильтра-

ционной способности. 

Низкое содержание взвешенного ила в системе, составляющее всего 150–200 

мг/л, даже с учетом сформированной в биореакторе биопленки намного ниже вели-

чин, типичных для аэротенков классического типа (2–4 г/л). Это свидетельствует о 

высокой удельной активности сформированного ценоза, превышающей в несколько 

раз активность ила классических аэротенков. 
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Рисунок 6.10 – Изменение ХПКвых. в зависимости от ХПКвх. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 6.11 – Изменение ХПКвых. в зависимости от нагрузки по ХПКвх. 
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В табл. 6.4 приведены обобщенные результаты очистки (по изменению ХПК) в 

экспериментах с модельным стоком при освещении среды с интенсивностью 7–3500 

Лк (0,5–250 мВт/л). 

 

Таблица 6.4 – Показатели очистки в экспериментах с модельным стоком  

 

Условия очистки 
Без внесения H2O2 

С внесением H2O2 и 

освещением среды 

ХПК на 

входе 

ХПК на 

выходе 

ХПК на 

входе 

ХПК на 

выходе 

Время пребывания сре-

ды 1 сут., суточная доза 

H2O2 15–20 мг/л 

700–900 100–140 700–900 <10–50 

Время пребывания сре-

ды 2 сут., суточная доза 

H2O2 80–100 мг/л 

400–500 100–120 420 30–70 

1000–1300 230–260 1000–1300 10–110 

Время пребывания сре-

ды 2 сут., суточная доза 

H2O2 15–20 мг/л 

1300–1600 140–230 1300–1600 40–130 

Время пребывания сре-

ды 3 сут., суточная доза 

H2O2 2–3 мг/л 

700–900 70–90 700–900 <10–30 

Время пребывания сре-

ды 3 сут., суточная доза 

H2O2 10–15 мг/л 

3000–4000 750–900 3000–4000 250–450 

Время пребывания сре-

ды 9 сут., суточная доза 

H2O2 7–14 мг/л 

1100–1400 110–320 1050 <10–150 

 

Повышение качества очистки проявляется во всех режимах: при различных спо-

собах очистки, нагрузках, содержании загрязнений (ХПК, биогенных элементов) в ис-

ходной воде, температурах, режимах внесения H2O2.  

Так, в проточном режиме очистки в реакторе с биопленкой внесение H2O2 в 

очищаемую среду в дозах, не превышающих 140 мг/л.сут., при одновременном осве-

щении среды видимым светом с интенсивностью не более 20 мВт/л (ниже фонового 

освещения лаборатории) при подаче на вход стока с ХПКвх. 600–1200 мг/л и времени 

пребывания среды в реакторе 2 сут. приводило к снижению ХПК на выходе со 150–

200 мг/л – без добавления H2O2 – до 10–20 мг/л и ниже вплоть до недетектируемых 

величин (т.е. около 0) – с добавлением H2O2 и освещением очищаемой среды види-

мым светом.  

Внесение пероксида водорода в очищаемую среду с активным бактериальным 

илом в проточном режиме очистки в дозах 2–100 мг/л.сут. при одновременном осве-
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щении среды видимым светом с энергетической интенсивностью 0,5–250 мВт/л и в 

условиях отсутствия избытка микроводорослей приводит к снижению содержания 

остаточных загрязнений в сточной воде по сравнению с вариантом без внесения H2O2 

типично в 1,5–3 раза. Поскольку прекращение подачи H2O2 ведет к нивелированию 

положительных эффектов, в зависимости от условий очистки, через 1,5–8 генераций 

микроорганизмов, то пероксид водорода лучше вносить равномерно равными доля-

ми, чем однократно увеличенной дозой. Важным является использование биоценозов, 

предварительно адаптированных к стрессовому действию H2O2 в ходе последователь-

ных пассажей. 

Представленные результаты получены со средой, содержащей только разбавлен-

ное водопроводной водой пиво «Балтика 0» без внесения каких-либо дополнительных 

компонентов питания. 

Измерения показали, что без внесения минеральных солей содержание фосфатов 

на всем протяжении эксперимента в воде на выходе из системы не превышало 0,02 

мг/л, NH4
+
 – не более 0,05 мг/л, NO2

–
 – не более 0,02 мг/л, NO3

–
 – не более 1,5 мг/л. 

Столь низкое содержание биогенных элементов в воде на выходе может быть 

обусловлено их дефицитом в исходной среде, что может ухудшать показатели очист-

ки. Поэтому на заключительной стадии экспериментов в режиме подачи среды с 

ХПКвх. 1600–1800 мг/л в среду было добавлено 30 мг/л аммонийного азота. Результа-

ты этой части эксперимента представлены на рис. 6.12. Видно, что внесение дополни-

тельного количества азота обеспечивает стабильное снижение ХПК с ~1600–1800 мг/л 

до 5–40 мг/л, т.е. степень удаления ХПК достигает 97,5–99,7%. 

Удаление 97,5–99,7% ХПК в одну стадию является очень высоким показателем 

для одностадийного проточного процесса биологической очистки, с высокой удель-

ной активностью ила, без накопления больших масс избыточного ила, с устойчивым 

функционированием при подаче на вход воды с ХПКвх. до 2000 мг/л, нагрузках по 

ХПКвх. до 750–800 мг/л.сут. без возникновения проблем образования пены и вспуха-

ния ила. Ил, присутствующий в системе, хорошо фильтруется и легко отдает воду. 

Обладая такими показателями, разработанный способ может быть отнесен к наилуч-

шему из существующих на сегодня способов одностадийной аэробной биологической 

очистки. Он может быть использован для глубокой биологической очистки сточных 

вод промышленных предприятий и хозяйственно-бытовых стоков с обеспечением со-

ответствующих нормативных требований к содержанию органических загрязнений в 

очищенной воде при уровнях загрязнения сточной воды по ХПК до 1500–2000 мг/л и 

нагрузках по ХПКвх. до 1000 мг/л.сут. 
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Рисунок 6.12 – Изменение ХПКвых. на выходе после добавления в среду требуе-

мого количества аммонийного азота. 

ХПКвх. – 1600–1800 мг/л; N-NH4
+
 – 30 мг/л; время пребывания среды в системе 

около 2 сут.; освещение 5–10 Лк (0,5–1 мВт/л); температура 25–28 
о
С. 547–585 сутки 

проточной очистки в биореакторе. 

 

В режиме работы биореактора, использованном в лабораторной установке, био-

ценоз активного ила эволюционирует в сторону уменьшения содержания суспендиро-

ванных клеток в очищаемой воде, поэтому содержание взвешенных веществ на выхо-

де из биореактора невысокое (показатель оптической плотности близок к нулю).  

Вместе с тем, фактором, мешающим достижению высоких степеней очистки, 

является присутствие микроводорослей и цианобактерий в очистной системе, доля 

которых в составе используемых биоценозов возрастает с увеличением интенсивности 

освещения среды. Переход от низкоинтенсивного режима освещения к более 

интенсивному приводит к повышенному накоплению микроводорослей и 

цианобактерий в зоне очистки и ухудшению качества очистки. При ХПКвх. 1000–2000 

мг/л в режиме интенсивного освещения и без внесения H2O2 и дополнительного 

количества минеральных компонентов питания в среду (контрольный режим) 

0

50

100

150

200

545 550 555 560 565 570 575 580 585 590

время, сут.

Х
П

К
в

ы
х

.,
 м

г/
л

0,000

0,100

0,200

0,300

0,400

0,500

О
п

т
. 
п

л
.

ХПКвых Опт. пл.

Начали добав-

лять азот 

Внесение по 25 мг/л H2O2 



 

 

429 

содержание остаточного ХПК на выходе из системы возрастало со 100–200 мг/л до 

200–250 мг/л, а в варианте с внесением H2O2 в очищаемую среду с 30–50 мг/л до 100–

110 мг/л. В отличие от ситуации с использованием режима низкоинтенсивного 

освещения и бактериального ила, при высоком содержании микроводорослей в ценозе 

содержание ХПК на выходе из реактора не падает ниже 100–120 мг/л. При режимах 

низкоинтенсивного освещения, достаточных для протекания фоторепарации, рост 

водорослей незначительный и не ухудшает существенно показатели очистки. 

Из результатов проведенных экспериментов также следует, что положительное 

воздействие пероксида водорода на фоне видимого света в отношении снижения ХПК 

на выходе из очистной системы не ухудшает другие показатели очистки.  

Уточнение требуемых доз и режимов внесения H2O2 показало, что при нагрузке 

по сточной воде на биореактор 0,5–1 м
3
/м

3
.сут с ХПКвх. 700–2000 мг/л для поддержа-

ния необходимого физиологического состояния преадаптированного к H2O2 ила и его 

биодеструкционной активности в очищаемую среду с илом достаточно вносить H2O2 

порциями 1 раз в 2–5 сут. в дозе 20–30 мг/л (в пересчете на 100% H2O2) на фоне ввода 

в среду энергии света не более 0,5–10 мВт/л. Такой эффект относительно малых доз 

H2O2 на фоне воздействия низкоинтенсивного видимого света в отношении повыше-

ния качества очистки свидетельствует не о непосредственном химическом воздей-

ствии пероксида водорода на загрязнения, а о регуляторной, физиологической роли 

комбинированного воздействия H2O2 и видимого света.  

Для достижения положительного эффекта важно учитывать не только значи-

мость фактора освещения очищаемой среды видимым светом в условиях внесения 

активных форм кислорода в очищаемую среду, но и активный ил должен быть пре-

адаптирован к H2O2. В условиях освещения среды низкоинтенсивным видимым све-

том преадаптированный ил сохраняет высокую физиологическую активность с обес-

печением повышенной степени очистки (до 99,7% в одностадийном процессе) на про-

тяжении не менее 3–5 генераций после внесения H2O2, что позволяет резко снизить 

расход пероксида водорода на очистку. Без освещения среды скорость окисления за-

грязнений ниже, а требуемые нормативные показатели очистки не достигаются. 

Таким образом, исследования, проведенные с модельным стоком пивоварения, 

выявили новую принципиальную возможность совершенствования процессов биоло-

гической очистки сточных вод с использованием комплексного воздействия на основе 

концепции «контролируемого оксидативного стресса», а именно с внесением перок-

сида водорода, использованием активного ила, адаптированного к H2O2, и освещени-

ем среды видимым светом низкой интенсивности, в частности, с целью снижения 
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остаточного ХПК в воде и достижения нормативных требований к очистке, действу-

ющих в Российской Федерации. 

Полученные данные указывают на возможность создания замкнутой системы 

аэробной очистки в проточных условиях с полным рециклом ила с типичной нагруз-

кой по ХПКвх. 500–2000 мг/л.сут., в которой для повышения эффективности очистки 

используются комбинированное воздействие низких доз H2O2 (4–15 мг/л.сут.) и низ-

коинтенсивного видимого света (0,5–10 мВт/л), при этом степень очистки сточных 

вод может достигать 99% в одностадийном биологическом процессе, т.е. при ХПКвх. 

500–1000 мг/л ХПК на выходе из очистной системы может составить 10 мг/л. В про-

цессе биологической очистки можно получить воду с полной нитрификацией аммо-

нийного азота.  

При ХПК сточной воды на входе 5000–7000 мг/л показатели очистки по ХПКвых 

не выше 10 мг/л могут быть достигнуты в двухступенчатой очистке сточных вод с 

удалением 75–95% загрязнений на первой, анаэробной стадии в реакторах с гранули-

рованным илом (UASB и др.) с последующей доочисткой стоков на второй, аэробной 

стадии с использованием контролируемого оксидативного воздействия. 

 

6.2. Биодеструкция фенола 

 

Применительно к идеологии диссертационной работы в исследованиях с мо-

дельными фенолсодержащими стоками апробировались возможности: 

1) Биодеструкции фенола в режимах периодическом и непрерывном с использова-

нием адаптированных к фенолу микробоценозов.  

2) Биодеструкция фенола в режимах с внесением в очищаемую среду пероксида 

водорода (точнее, разбавленный реактив Фентона – H2O2 и Fe
2+

) как вариант апроба-

ции гибридного процесса с одновременным совмещением по месту и времени биоло-

гического и химического окисления загрязнений. Первоначально планировалось изу-

чить особенности поведения микробной популяции в таком процессе и выяснить, 

возможно ли существенное химическое окисление, повышение биодоступности ча-

стично окисленного фенола, его интермедиатов или каких-либо внеклеточных про-

дуктов пероксидом водорода (реактивом Фентона) на фоне протекания биологическо-

го окисления и определить, смогут ли выдерживать консорциумы фенолдеструкторов 

достаточно жесткие условия, в данном случае высокие концентрации пероксида водо-

рода в активной фазе биоокисления. 

3) Проведение биоокисления фенола в режиме с подпиткой субстратом 

(фенолом) – аналогично процессу «fed-batch» культивирования при биосинтезе с ис-
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пользованием H2O2. Высокоплотностной режим культивирования с подпиткой субстра-

том мог бы быть применен для переработки высококонцентрированных стоков с ток-

сичными органическими веществами и другими ксенобиотиками, однако из-за токсич-

ного действия биологическая деструкция высококонцентрированных стоков требует их 

предварительного разбавления, иногда в десятки и сотни раз. 

Учитывая что H2O2 в природе участвует в процессах самоочищения, полагали, 

что внесение H2O2 в зону биоокисления может нивелировать вредные воздействия 

накапливаемых продуктов метаболизма и привести к определенным положительным 

результатам. Этот метод мог бы оказаться весьма эффективным для биодеструкции 

токсикантов высококонцентрированных стоков ввиду возможности резкой 

интенсификации процесса биологического окисления при повышенном содержании 

биомассы, а также ввиду отсутствия необходимости разбавления стоков. Кроме того, 

в таком процессе из-за высокой плотности микроценоза прирост ила и удельный 

выход биомассы активного ила на единицу минерализованных загрязнений 

уменьшаются, т.е. минимизируется образование вторичных отходов.  

 

6.2.1. Получение изолятов микроорганизмов – деструкторов фенола 

 

На первом этапе исследований были получены работоспособные биоценозы 

микроорганизмов, адаптированные к высоким концентрациям фенола, а также 

устойчивые к относительно высоким концентрациям H2O2. 

В качестве исходных образцов для выделения фенолдеструкторов были взяты 

стоки коксохимического и нефтехимического производства, загрязненные образцы 

почв. Изоляты, обогащенные фенолдеструкторами, получали обычными методами 

накопительной культуры путем выращивания и последующего пересева популяции 

каждые 3–5 сут. в пробирках или колбах на качалке с числом оборотов 160–220 

об/мин на минеральной среде с фенолом при pHисх. 5,0 и 7,0, температуре 28–32 
о
С с 

постепенным повышением его концентрации в среде культивирования.  

В результате, после 26 пассирований, были получены два консорциума микроор-

ганизмов: с доминированием дрожжей (при pH 5,0) и с доминированием бактерий 

(при pH 7,0). Микроорганизмы изолятов были способны расти в аэробных условиях на 

средах с концентрацией фенола до 3,0 г/л и разлагали фенол при его исходной кон-

центрации 2 г/л при температуре 28–32 
о
С за 48 ч – для дрожжевого ценоза и за 26 ч – 

для бактериального ценоза. 

Параллельно с получением фенолдеструкторов проводили их адаптацию к вне-

сению в среду H2O2 при рН 5,0 и pH 7,0 в постепенно повышающемся количестве от 
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0,03 до 3,0 г/л при концентрациях Fe
2+

 10 мг/л и 100 мг/л в среде культивирования, что 

близко к концентрациям в реактиве Фентона (0,1–1 мМ Fe
2+

). Всего также было сде-

лано 26 пассажей. H2O2 добавляли непосредственно в среду с фенолом и активным 

илом при каждом пассивировании спустя 2–4 ч после пересева на новую среду. 

В результате длительной (более 1,5 лет) адаптации двух изолятов к H2O2 были 

получены ценозы микроорганизмов, способные расти на средах с концентрацией фе-

нола до 3,0 г/л. Из этих консорциумов при рассеве на чашки Петри с агаризованной 

средой с добавлением фенола и H2O2 были выделены три вида микроорганизмов, два 

из которых – дрожжи, и один – бактерии. Видовая идентификация дрожжей и бакте-

рий полученных ценозов не проводилась.  

Результат действия H2O2 зависил от плотности популяции микроорганизмов и их 

фазы роста. Ценоз с доминированием дрожжей и концентрацией клеток микроорга-

низмов в популяции не ниже 0,3–0,5 г асб/л, полученный при pH 5,0, при культивиро-

вании в колбах на качалке выдерживал внесение 0,4 г/л H2O2 без заметного уменьше-

ния физиологической активности. Бактериальный, полученный при pH 7,0 – внесение 

3 г/л H2O2. С увеличением концентрации микроорганизмов возрастала их устойчи-

вость к H2O2. Наибольшей резистентностью обладали популяции, находящиеся в 

наиболее активной – экспоненциальной фазе роста. Микробоценозы в периодическом 

режиме были способны утилизировать большую часть фенола в первые сутки при со-

держании последнего в среде 1,8–2,5 г/л. В сравнении с вариантами деструкции фено-

ла микроорганизмами 26 пассажа без внесения пероксида водорода для бактериального 

ценоза 26 пассажа с внесением H2O2 наблюдались близкие скорости деструкции, а для 

дрожжевого – превышение скорости деструкции фенола в варианте с внесением H2O2. 

Остаточная концентрация фенола в среде после 40 ч культивирования составляла менее 

0,01 г/л. 

Таким образом, были получены работоспособные биоценозы микроорганизмов, 

адаптированные к высоким концентрациям фенола и с повышенной устойчивостью к 

пероксиду водорода. Полученные консорциумы микроорганизмов 26-го пассажа были 

использованы в дальнейшем при исследовании окисления фенола в биореакторах при 

различных режимах культивирования: периодическом, непрерывном хемостатном, 

периодическом с подпиткой субстратом (фенолом) без внесения и с внесением H2O2. 

Целью этих экспериментов являлось сравнение различных режимов культивирования 

микроорганизмов на феноле как единственном источнике углерода. 
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6.2.2. Биодеструкция фенола в проточных условиях 

 

Культивирование в проточном хемостатном режиме проводили одновременно в 

двух лабораторных ферментерах объемом 100 мл, оснащенных аэрирующим устрой-

ством и магнитной мешалкой, при температуре 32 ± 1 °C при значениях рН: 5,0 – в 

первом ферментере и 7,0 – во втором. Использовались биоценозы 26 пассажа, полу-

ченные в условиях адаптации к потреблению фенола без внесения H2O2. В ферментер 

№ 1 внесли в качестве посевного материала дрожжевой ценоз 26-го пассажа в количе-

стве 10% об.; в ферментер № 2 –бактериальный в том же количестве. На вход обоих 

ферментеров подавалась среда одинакового состава, содержащая от 1,8 г/л до 3 г/л 

фенола. Регулировка и подержание рН на заданном уровне не проводились. Скорость 

протока составляла 0,042 ч
–1

. Результаты культивирования представлены на рис. 6.13. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 6.13 – Изменение содержания фенола в среде на выходе из реактора в 

проточном хемостатном режиме с «дрожжевым» ценозом (рН 5,0) и «бактериальным» 

(рН 7,0) при D = 0,042 ч
–1

 без внесения H2O2. В обоих случаях в качестве стартовых 

использовались ценозы 26 пассажа. 

 

В этих условиях при скорости разбавления 0,042 ч
–1

 и входной концентрации фе-

нола в среде культивирования до 3 г/л скорость его окисления не превышала 0,13 

г/л.ч. Остаточная концентрация фенола в среде на выходе из биореактора находилась 

на уровне 0,1–0,2 г/л. Повышение концентрации фенола до уровня 3 г/л в подаваемой 

среде в варианте с дрожжевым ценозом привело к кратковременному повышению те-

кущей концентрации фенола в биореакторе с последующим ее падением до 0,1 г/л. 

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

0 30 60 90 120 150 180

время, ч

С
ф

ен
о

л
а,

 г
/л

Дрожжевой ценоз Бактериальный ценоз

Сфенола нач. = 2,5 г/л Сфенола нач. = 3,0 г/л

Сфенола нач. = 2,5 г/л – 

дрожжевой ценоз; 

Сфенола нач. = 1,8 г/л – бак-

териальный ценоз 



 

 

434 

Максимальная окислительная мощность биореактора по потреблению фенола соста-

вила 2,9 г/л*0,042 ч
-1

 = 0,122 г/л.ч. При повышении D до 0,07 ч
-1

 происходило возрас-

тание остаточной концентрации фенола до 0,3–0,4 г/л.  

Таким образом, полученные бактериальный и дрожжевой ценоз были способны 

окислять фенол в проточном хемостатном режиме при его исходной концентрации в 

подаваемой среде до 3 г/л. Окислительная мощность ферментера по потреблению фе-

нола в этих условиях составляла до 0,122 г/л.ч при скорости разбавления D = 0,042 ч
-1

. 

Концентрация фенола на выходе при этом составляла около 0,1 г/л. При более высоких 

D в хемостатных условиях происходило возрастание остаточной концентрации фенола. 

 

6.2.3. Биодеструкция фенола в проточных условиях с внесением пероксида 

водорода 

 

В проточных хемостатных условиях была исследована биоочистка с внесением 

H2O2 и 0,1 г/л Fe
2+

 в подаваемую в биореактор среду культивирования с фенолом и 

использованием полученных дрожжевого и бактериального консорциумов, адаптиро-

ванных к фенолу и H2O2.  

В случае применения в качестве фенолдеструктора дрожжевого консорциума 

микроорганизмов, созданного при рН = 5,0 и адаптированного к H2O2, начальная 

скорость разбавления среды составляла 0,042 ч
–1

. Начальная концентрация фенола – 

1,8 г/л. Пероксид водорода в первой фазе эксперимента не подавали. Через 70 часов 

после начала проточного культивирования концентрация фенола в выходящей среде 

вышла на постоянные значения и составила в среднем 0,25 г/л. На 525 час 

эксперимента скорость разбавления увеличили до 0,075 ч
–1

, концентрация фенола 

возросла незначительно. На протяжении следующих 400 часов она практически не 

менялась. На 900 час эксперимента скорость разбавления среды увеличили до 0,10 ч
–1

. 

Концентрация фенола увеличилась в среднем до 0,3 г/л. На 1064 час культивирования 

вновь увеличили скорость подачи среды (D = 0,117 ч
–1

), концентрация фенола 

возросла в среднем до 0,4 г/л. На 1500 час опыта скорость разбавления была опять 

увеличена до 0,150 ч
–1

. Концентрация фенола вновь возросла до 0,85 г/л. Затем (1625 

ч) скорость разбавления уменьшили до 0,117 ч
–1

, концентрация фенола уменьшилась 

до 0,40 г/л и на протяжении 125 часов изменялась в диапазоне 0,4–0,6 г/л. 

К 1909 часу в режиме хемостатного культивирования получили дрожжевой 

биоценоз, окисляющий фенол при его концентрации на входе 1,8 г/л и на выходе – 

около 0,5 г/л. Окислительная мощность реактора по фенолу на данном этапе 

составила (1,8 – 0,5) г/л*0,117 ч
–1

 = 0,15 г/л.ч.  
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На 1910 час культивирования дрожжевого ценоза при рН = 5,0 и остаточной 

концентрации фенола на выходе 0,50 г/л в подающую емкость был добавлен пероксид 

водорода с начальной концентрацией 0,1 г/л. Скорость подачи среды уменьшили до 

0,10 ч
–1

. После добавления пероксида, концентрация фенола на выходе снизилась до 

0,08 г/л. Сразу после этого на 1933 часу опыта концентрацию Н2О2 увеличили до 0,2 

г/л, концентрация фенола вновь снизилась до 0,01 г/л. На 2056 час культивирования 

концентрацию пероксида увеличили до 0,4 г/л, концентрация фенола увеличилась до 

0,405 г/л. На 2269 часу опыта концентрацию пероксида увеличили до 0,8 г/л. В таком 

режиме начало наблюдаться вымывание микроорганизмов из биореактора и повышение 

концентрации фенола. На 2718 час эксперимент был прекращен. На данном этапе 

окислительная мощность реактора по фенолу при оптимальных вносимых количествах 

H2O2 составляла около (1,8 – 0,01) г/л * 0,10 ч
-1

 = 0,18 г/л.ч. 

В случае применения в качестве фенолдеструктора консорциума 

микроорганизмов, созданного при рН 7,0 и адаптированного к внесению H2O2, первые 

четверо суток процесс проводили в периодическом режиме для накопления биомассы. 

На 121 час опыта режим культивирования был переведен на непрерывный, скорость 

подачи среды установлена 0,033 ч
-1

, концентрация фенола в подаваемой среде – 1,5 

г/л, количество вносимого H2O2 – 0,1 г/л, остаточная концентрация фенола при этом 

не повысилась. На 140 ч от начала опыта была увеличена исходная концентрация 

фенола до 1,8 г/л, что привело к кратковременному росту концентрации фенола на 

выходе с последующим падением до 0,01 г/л. На 260 ч эксперимента проток 

увеличили до 0,04 ч
–1

. Это вызвало резкий скачок концентрации фенола на выходе с 

последующим спадом до 0,01 г/л. На протяжении 300 часов концентрация фенола на 

выходе существенно не изменялась. На 650 час эксперимента концентрация пероксида 

водорода была увеличена до 1 г/л, а на 1029 ч – до 3 г/л. Остаточная концентрация 

фенола увеличилась незначительно. Через 120 часов после увеличения концентрации 

пероксида, увеличили скорость подачи среды до 0,12 ч
–1

, однако в этом режиме 

остаточная концентрация фенола начала повышаться. На 1462 час опыт был 

прекращен. 

Таким образом, в данном эксперименте в режиме хемостатного культивирования 

бактериальный ценоз, адаптированный к H2O2, выдерживал присутствие пероксида 

водорода в концентрации до 3 г/л при производительности реактора по окисленному 

фенолу до 1,8 г/л*0,12 ч
–1

 = 0,22 г/л.ч.  

Результаты культивирования в условиях хемостата с внесением H2O2 показали, 

что дрожжевой ценоз физиологически активен при непрерывной подаче H2O2 в 

биореактор при содержании пероксида во входной среде до 0,4 г/л. При этом в 
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условиях внесения Н2О2 окислительная мощность по фенолу для дрожжевого ценоза 

была выше на 50%, чем в тех же условиях без добавления Н2О2. Бактериальный 

консорциум микроорганизмов при содержании фенола в среде на входе 1,8 г/л 

выдерживал до 3 г/л Н2О2. Окислительная мощность по фенолу для бактериального 

ценоза, адаптированного к Н2О2, была выше на 80% по сравнению с вариантом без 

внесения Н2О2. Для обоих ценозов наблюдалось снижение остаточных концентраций 

фенола до 0,01 г/л на выходе из биореактора при внесении пероксида водорода, т.е. 

примерно в 10 раз ниже по сравнению с вариантом проточной очистки без внесения 

H2O2. Полученные результаты свидетельствуют, что внесение пероксида водорода в 

среду с активным илом, адаптированным к H2O2, благоприятно сказывается на 

физиологической активности микроорганизмов ила и приводит к повышению 

качества очистки. 

 

6.2.4. Биодеструкция фенола при культивировании с подпиткой с внесением 

пероксида водорода 

 

Учитывая, что внесение H2O2 в периодическом и проточном режимах биоокис-

ления приводило к уменьшению остаточных концентраций фенола в ферментацион-

ной среде, было решено апробировать процесс малосточного биоокисления фенола с 

внесением пероксида водорода в режиме с дробной подпиткой субстратом (фенолом) 

по мере исчерпания его в ферментационной среде, аналогично тому как проводилось 

в экспериментах с высокоплотностным культивированием дрожжей C. tropicalis с 

подпиткой сахарозой (см. раздел 5.2.1). Это позволяет не только снизить объем вто-

ричных стоков и отходов со стадии биологической очистки, но и повысить концен-

трацию клеток микроорганизмов в среде культивирования при поддержании неизмен-

ной удельной скорости биосинтеза, а с этим – общую производительность биореакто-

ра. Кроме того, питательные субстраты должны подаваться в биореактор в концен-

трированном виде. Однако применительно к переработке токсичных соединений воз-

можности процесса с подпиткой в стандартном варианте реализации существенно 

ограничиваются из-за образования побочных продуктов метаболизма, ингибирующих 

процесс окисления. Наряду с этим, fed-batch culture требует тщательного выдержива-

ния необходимых параметров биосинтеза (прежде всего текущей концентрации орга-

нического субстрата и концентрации растворенного кислорода, а также pH и содер-

жания минеральных компонентов питания). 

В опытах с подпиткой фенолом использовался дрожжевой ценоз, как неадапти-

рованный, так и адаптированный к внесению H2O2. Эксперименты проводились на 
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установке «Фермус – 3» в биореакторе с рабочим объемом среды 2,5 л. Момент вне-

сения очередной порции фенола определялся по возрастанию концентрации раство-

ренного кислорода в среде. Кроме того, по показателю pO2 определялась и скорость 

распада H2O2 в ферментационной среде. Внесение H2O2 в среду приводит к резкому 

росту pO2 вследствие каталитического распада H2O2 с последующим снижением пока-

заний pO2 до исходной величины в течение 1–3 мин. 

В контрольных экспериментах с неадаптированным к пероксиду водорода дрож-

жевым консорциумом фенолдеструкторов с дробным внесением фенола порциями по 

0,5–1 г/л и без внесения H2O2 в среду культивирования разложение фенола останавли-

валось уже после суммарного внесения 4–6 г фенола на 1 л среды. Однако в аналогич-

ных экспериментах с периодическим внесением H2O2 и дрожжевым консорциумом, 

адаптированным к H2O2, не наблюдалось замедления биологического окисления по 

мере внесения фенола. Напротив, скорость окисления фенола даже увеличивалась. 

Для проверки этого эффекта был поставлен отдельный эксперимент, цель кото-

рого заключалась в выяснении потенциальных возможностей режима окисления с 

подпиткой, а также изучение поведения микробной популяции и устойчивости про-

цесса к режимам подпитки. В данном опыте использовали выделенный дрожжевой 

консорциум фенолдеструкторов, адаптированный к H2O2. Результаты данного экспе-

римента представлены на рис. 6.14. 

В течение всего опыта в биореактор вносили фенол порциями по 0,5–5,0 г/л. 

Процесс окисления осуществляли при умеренном перемешивании среды в биореакто-

ре, так что потребление фенола можно было легко определить по падению текущей 

концентрации растворенного кислорода в ферментационной среде, а возрастание pO2 

свидетельствовало об исчезновении фенола в среде и необходимости внесения его но-

вых порций. 

Одновременно в первые от начала процесса 1000 ч после внесения очередной 

порции фенола в биореактор вносили H2O2 в виде 50%-го раствора разовыми дозами 

от 0,1% до 2% (в пересчете на 100% H2O2 по массе относительно среды культивиро-

вания) с периодичностью 1–2 раза в сутки. В ночное время суток и в выходные фенол 

и H2O2 не вносились. По мере увеличения суммарного количества вносимого фенола 

возрастала скорость его окисления. Очевидно, это было обусловлено возрастанием 

концентрации биомассы фенолдеструкторов в реакционной среде без падения ее 

удельной активности. Наряду с этим остаточная концентрация фенола в ферментаци-

онной среде все время была на достаточно низком уровне.  
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Рисунок 6.14 – Показатели процесса окисления фенола в режиме культивирова-

ния с подпиткой с использованием биоценоза на основе дрожжей, преадаптированно-

го к пероксиду водорода.  

1 – оптическая плотность, усл. ед.; 2 – суммарное количество внесенного фенола, г/л; 

3 – концентрация фенола, остаточная, г/л; 4 – количество суммарно внесенного 

пероксида водорода, г/л. 

 

Осторожное экспериментирование с увеличением концентрации вносимого H2O2 

по ходу опыта и концентрации вносимого фенола показало, что в условиях, когда фе-

нол активно разлагался, скорость его разложения возрастала с увеличением дозы вно-

симого H2O2, а популяция микроорганизмов выдерживала внесение до 2% об. H2O2 

(40 мл 50% р-ра H2O2 на 1 л среды). Скорость окисления достигла 1 г/л.ч при макси-

мальной текущей концентрации фенола 5 г/л. Окисление фенола без появления тен-

денции к замедлению процесса наблюдалось и после прекращения подачи H2O2 

(начиная с 1001 ч от начала опыта). Окисление прекратилось лишь тогда, когда в сре-

ду разово внесли фенол в количестве 6 г/л, оказавшемся критическим для микроорга-

низмов биоценоза. К этому моменту количество суммарно внесенного фенола соста-

вило 100 г/л (ХПК более 250000 мг O2/л). В отличие от неадаптированного дрожжево-

го консорциума, консорциум, адаптированный к H2O2, имел высокую каталазную ак-

тивность, о чем свидетельствовало бурное «вскипание» среды сразу же после внесе-

ния H2O2. По мере протекания процесса происходило последовательное изменение 

окраски среды: бесцветная – светло-коричневая – бурая – черная, что говорит, воз-
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можно, о протекании процессов полимеризации промежуточных продуктов, образу-

ющихся при окислении фенола. Однако содержание этих веществ в конце процесса 

оказалось относительно невысоким – общее содержание твердых веществ в среде, 

включая клетки микроорганизмов, к концу процесса составило 17 г асв/л. 

Прирост биомассы по мере увеличения суммарного количества окисленного фе-

нола уменьшался, причем в конце процесса содержание биомассы в реакторе стабили-

зировалось. Увеличение длительности голодания (после исчерпания фенола в среде) в 

пределах до 12 ч приводило лишь к незначительному замедлению скорости окисления 

фенола при его последующем добавлении. Поскольку в ходе эксперимента были пе-

рерывы в подаче фенола – от 12–14 ч до 2–3 сут., и кроме того, процесс окисления в 

определенной степени лимитировался скоростью подачи кислорода в ферментацион-

ную среду, то можно ожидать и более высоких суммарных скоростей окисления фе-

нола в такой системе. 

Обращает на себя внимание тот факт, что эффект окисления фенола без ингиби-

рования продуктами метаболизма сохранялся и после прекращения внесения перокси-

да водорода в среду окисления. После того как в среду было внесено фенола суммар-

но около 40 г/л и H2O2 перестали добавлять, процесс продолжал идти с той же скоро-

стью и эффективностью окисления вплоть до внесения фенола суммарно 100 г/л. 

Таким образом, биоценоз микроорганизмов, преадаптированный к внесению 

H2O2 (к оксидативному стрессу) оказался способным окислять фенол, вносимый в 

среду дробно, с высокой скоростью. Микроорганизмы длительно поддерживают свою 

физиологическую активность, активны после длительного голодания (сутки и более) и 

продолжают окислять дробно добавляемый фенол и без внесения H2O2. В таком про-

цессе с подпиткой субстратом остаточная концентрация фенола намного ниже, чем 

без использования пероксида водорода. Можно предположить, что в этом случае по-

пуляция существенно изменяет свои физиолого-биохимические свойства, приобретает 

способность окислять фенол без накопления продуктов метаболизма, ингибирующих 

окисление. Это означает, что эффективность минерализации органического субстрата 

в данном случае близка к 100% (без учета небольшой части субстрата, перешедшей в 

биомассу). Микроорганизмы, преадаптированные к H2O2, сохраняют свою повышен-

ную физиологическую активность в течение достаточно длительного времени без вне-

сения H2O2. В активной фазе роста и биоокисления такая популяция выдерживает 

внесение 2% масс. H2O2 и способна окислять фенол в количестве более 100 г/л по вне-

сенному суммарно фенолу за один цикл окисления. Скорость разложения фенола в 

таком процессе способна достигать 1 г/л.ч (до 2000 мг О2/л.ч) при максимальной те-

кущей концентрации фенола 5 г/л без проявления каких-либо признаков ингибирова-
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ния. Микробные популяции, не адаптированные к H2O2, не обладают такой возможно-

стью (окисляется не более 5–6 г/л фенола). Остаточные концентрации фенола в среде 

биоокисления намного ниже величин, наблюдаемых в контрольной неадаптированной 

популяции при окислении фенола без внесения H2O2. Полученные показатели био-

окисления фенола в 2–3 раза (по скорости окисления) и в 10–20 раз (по количеству 

суммарно окисленного фенола в среде биологического культивирования) превышают 

величины, реализуемые в традиционных процессах биологического окисления.  

В табл. 6.5 приведены сравнительные показатели изученных режимов деструк-

ции фенола, в табл. 6.6 – оценочное сравнение разработанных методов очистки с про-

точной очисткой в аэротенке сточных вод на АО «Саратоворгсинтез» [1929]. В случае 

переработки шламов оценочное снижение затрат составит 27,5 %, а в случае очистки 

сточных вод – 55%. 

 

Таблица 6.5 – Сравнительные показатели деструкции фенола при различных ре-

жимах культивирования 

 

Показатели 

Процесс без внесе-

ния H2O2 

«Гибридный» процесс с внесением 

H2O2 
периоди-

ческий  

проточ-

ный  

периоди-

ческий 

проточ-

ный  

периодический с 

подпиткой 

Сфенола, г/л, вход. 2,0 3,0 2,0 2,0 до 100 г/л 

за 1 цикл 

Сфенола, г/л, выход. <0,01 >0,1 <0,01 <0,01 <0,05 

проток, ч
–1

  0,042  0,12  

Окислительная мощ-

ность, г /л.ч 

 

0,06 

 

0,12 

 

0,09 

 

0,22 

 

~ 1,0 

Степень деструкции 

фенола, % 

>99,4 <96,7 >99,4 >99,4 >99,95 

Концентрация актив-

ного ила в конце про-

цесса деструкции, г/л 

по сух. вещ-вам 

0,6    17,0 

Выход ила от фенола, 

г/г 

0,3    0,17 
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Таблица 6.6 – Технико-экономическое сравнение методов переработки токсич-

ных сточных вод на примере АО «Саратоворгсинтез». 

Основные технические характеристики 

Разработанного способа Способа-аналога 

Объект – стоки производства фенола и 

ацетона АО "Саратоворгсинтез", 10000 

м
3
/год. 

Режим очистки – проточный аэробный 

без разбавления сточных вод в биотенке. 

 

 

Количество фенолов, суммарно окисля-

емых в проточном режиме очистки 

сточных вод – не менее 3 г/л. 

Скорость биологической очистки не ме-

нее 0,5 г/л.ч (определяется режимом 

аэрации). 

Объемы дополнительных сточных вод 

на 1т шлама – отсутствуют. 

Объемы вторичных шламов – не более 3 

кг/т шлама. 

Расход минеральных солей – азот 0,2 

кг/т шлама, фосфор 0,2 кг/т; расход H2O2 

– 2,5 кг/т шлама. 

 

 

 

Режим очистки – проточный аэробный с 

разбавлением сточных вод минимум в 15 

раз с физико-химической предобра-

боткой на катализаторе. 

Количество фенолов, суммарно окисляе-

мых в проточном режиме очистки сточ-

ных вод – не более 0,5 г/л. 

Скорость биологической очистки – не бо-

лее 0,1 г/л.ч (определяется биологически-

ми ограничениями). 

Объемы сточных вод на 1 т шлама – более 

15 м
3
. 

Объемы вторичных шламов – не менее 10 

кг/т шлама. 

Расход минеральных солей – азот 0,7 кг/т 

шлама, фосфор 0,7 кг/т шлама. 

 

Показанная возможность «бессточного» разложения такого токсичного 

субстрата, как фенол, микроорганизмами, адаптированными к оксидативному стрессу, 

без накопления продуктов, ингибирующих биологическое разложение, без образова-

ния сточных вод и большого количества избыточной биомассы корреспондирует с 

результатами, полученными при высокоплотностном культивировании дрожжей Can-

dida tropicalis (см. раздел 5.2.1). Это создает основу для разработки замкнутых 

малоотходных высокопроизводительных и низкозатратных систем биологического 

окисления. В данном случае неразбавленный сток с органическими субстратами – 

токсикантами дробно вносится в зону биоокисления, туда же небольшими порциями 

вносится пероксид водорода и при необходимости биогенные элементы (азот, 

фосфор), а также используются ценозы микроорганизмов, адаптированные к 

повышенным концентрациям H2O2. При этом не требуется разбавления 
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концентрированного стока, достигается высокая окислительная мощность реактора, 

вносится минимальное количество биогенных элементов, остаточные концентрации 

субстратов в биологически обработанном стоке минимальны, и количество 

накопленного избыточного активного ила также минимально. Такие системы 

интенсивного биологического окисления, ограниченные только массообменными 

характеристиками биореактора, прежде всего могут найти применение при 

обезвреживании стоков с высокой концентрацией органических загрязнений, в 

частности, фенолов и их производных, других ароматических соединений. Они дают 

возможность интенсифицировать биодеструкцию и минимизировать количество 

вторичных отходов и остаточного загрязнения, поступающих в окружающую среду со 

стадии биологической переработки, полностью минерализуя органическое вещество 

до CO2 и H2O. При этом количество H2O2, вносимое в среду, относительно невелико, 

количество внесенных источников азота и фосфора, необходимых для обеспечения 

нормальной жизнедеятельности микроорганизмов, незначительно, что важно с точки 

зрения технико-экономических показателей процесса. Он устойчив к перерывам в 

подаче субстрата, к лимитированию биоокисления кислородом, компонентами 

питания. 

Результаты патентного поиска показали, что процесс биологической очистки с 

дробным внесением токсичного субстрата и пероксида водорода не имеет мировых ана-

логов. Он более экологически чистый, более интенсивный при обезвреживании потоков 

загрязнений с высоким содержанием органических токсикантов, протекает с минималь-

ным образованием вторичных загрязнений и отходов в виде избыточного активного ила, 

остаточных загрязнений в потоках сточной воды на выходе, остатков компонентов мине-

рального питания микроорганизмов-деструкторов. В этой связи ряд предложенных ре-

шений был нами запатентован. 

Однако в промышленных условиях растворы, содержащие фенол в высоких кон-

центрациях – выше 1–2 г/л, выгодно перерабатывать для его извлечения и повторного 

использования, поэтому для практических приложений важно выяснить распростра-

ненность обнаруженных эффектов применительно к другим микроорганизмам и суб-

стратам. Учитывая, что фенол является простейшим соединением, по пути окисления 

которого разлагаются многие другие органические соединения с ароматическими 

кольцами (орто- и мета- пути расщепления через пирокатехин), а также результаты 

экспериментов с высокоплотностным культивированием дрожжей на сахарозе, можно 

ожидать воспроизводимости положительных эффектов и для других субстратов. 

 



 

 

443 

6.3. Биологическая очистка модельных стоков с образованием биопленок и 

гранул ила в аэробных условиях в отъемно-доливном режиме и с оксидативным 

воздействием 

 

6.3.1. Изменение показателей очистки при оксидативном воздействии на  

модельные стоки в отъемно-доливном режиме 

 

Как уже отмечалось в предыдущих разделах, наиболее полная схема обработки, в 

частности, высококонцентрированных стоков, может последовательно включать об-

работку в анаэробных реакторах современных конструкций (UASB и другие), аэроб-

ное удаление остаточных загрязнений в аэротенках и других аналогичных сооружени-

ях, доочистку в реакторах для удаления остаточных соединений азота и фосфора. 

Анаэробная очистка позволяет удалить основную массу органических загрязнений 

энергосберегающим и экологически рациональным способом, что одновременно сни-

жает количество образующегося избыточного ила. Как было показано выше, на вто-

рой, аэробной стадии, применение оксидативного воздействия при очистке в аэротен-

ках позволяет существенно повысить эффективность очистки, в том числе в режиме с 

полным рециклом ила, что минимизирует проблему утилизации его избытка. В совре-

менных системах на третьей стадии (вторичная или третичная очистка) используются 

SB-реакторы, работающие в отъемно-доливном режиме для удаления соединений азо-

та и фосфора из сточных вод. В таких реакторах со временем образуется гранулиро-

ванный ил, что повышает эффективность очистки. В этой связи интересно было выяс-

нить, как влияет оксидативное воздействие на биологическую очистку в отъемно-

доливном режиме. 

В лабораторных исследованиях использовали модельные хозяйственно-бытовые 

стоки и сток пивоварения на основе пива «Балтика 0». Состав стоков приведен в раз-

делах 4.1.1 и 6.1.3. 

Очистка велась в отъемно-доливном режиме, описанном в разделах 3.2.4 и 4.1.1, 

когда по окончании цикла очистки перемешивание и аэрация прекращается на корот-

кое время, активный ил оседает на дно, надосадочная жидкость сливается, добавляет-

ся новая порция неочищенной сточной воды, и процесс очистки возобновляется при 

перемешивании и аэрации. Один цикл очистки длился в среднем 97 час. В реальных 

очистных сооружениях SBR работают с гораздо меньшей длительностью цикла, одна-

ко в нашем случае технические возможности не позволяли реализовать такие условия. 

При изучении очистки модельного хозяйственно-бытового стока с оксидативным 

воздействием на первом этапе были взяты образцы ила из канализации г. Москвы, 
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речных и прудовых донных отложений, которые путем последовательных пересевов 

на модельном хозяйственно-бытовом стоке в течение 6 месяцев были адаптированы к 

потреблению загрязнений, содержавшихся в данном стоке, в аэробных условиях в 

колбах на качалке при комнатной температуре. Адаптацию вели на стоке с ХПКисх 

450–500 мг О2/л. Всего вели 4 линии ила из различных источников в двух повторно-

стях. Температура, аэрация, объем среды и колб, условия освещения во всех линиях 

были одинаковы. Начальное содержание ила в среде в этих опытах составляло 2–4 г/л. 

К концу процесса адаптации все линии активного ила окисляли загрязнения мо-

дельного хозяйственно-бытового стока практически с одинаковой скоростью, без ка-

ких-либо существенных регулярных отличий, до величин ХПК ниже 30 мг/л. В ре-

зультате, после ведения линий в течение 6 мес., в колбах были сформированы биоце-

нозы, показывающие стабильные показатели очистки по ХПК. При ХПКисх. 450 мг/л 

очистка осуществляется за 4 сут., при ХПКисх. 800 мг/л – за 5 сут., при ХПКисх. 1500 

мг/л – за 7 сут. 

На следующем этапе исследований полученные линии ила адаптировались к вне-

сению H2O2 при ведении процесса в том же циклическом отъемно-доливном режиме. 

По результатам опытов были найдены сублетальные дозы Н2О2, при которых биоце-

ноз активного ила в той или иной степени адаптировался к стрессору и которые соста-

вили: 0,6 г/л при внесении в активной и предстационарной фазе ростового цикла; 1,2 

г/л в конце ростового цикла. 

Дальнейшие опыты проводились в тех же условиях с внесением H2O2, но при 

культивировании на свету и в темноте. Источниками освещения служил естественный 

оконный свет лабораторного помещения, а также искусственный свет люминесцент-

ных ламп (освещенность 800–1250 Лк). В половине колб пересев проводили при 

освещении среды видимым светом, а в другой половине – при затемнении среды 

культивирования фольгой. Путем последовательных пересевов поддерживались ли-

нии ила с добавлением H2O2 (линии C1–C6, Т1–Т6) и без добавления H2O2 (линии C7, 

Т7) на фоне освещения содержимого колб с илом (линии C1–C7) и с затемнением колб 

(линии Т1–Т7) (табл. 6.7). 

Как и в опытах с модельным стоком пивоварения значимым фактором при пере-

севах с внесением H2O2 являлось освещение среды. 

В условиях полной темноты (линии Т1–Т6) во всех вариантах активный ил с вне-

сением пероксида водорода рос нестабильно и зачастую лизировал, однако достаточ-

но было рассеянного дневного освещения (около 40 мВт/л) в некоторых линиях (С3–

С5), чтобы рост активного ила стабилизировался (рис. 6.15, 6.16). Как видно из этих 

рисунков, к пятому пересеву рост ила в контрольной линии и в линиях с сублеталь-
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ными концентрациями на свету (линии С3–С5) стабилизируется, при этом в контроль-

ных линиях С7 и Т7 (на свету и в темноте) характер изменений мало отличается. При 

дробном внесении пероксида водорода в пассажах в сублетальных концентрациях 

биоценоз был более устойчив (линия С3) по сравнению с вариантами с разовым вне-

сением пероксида (С4, С5). 

 

Таблица 6.7 – Линии активного ила в экспериментах с последовательным пасси-

вированием к Н2О2 на свету и в темноте. 

 

Существенные изменения наблюдались в отношении показателей очистки сточ-

ной воды. При внесении пероксида водорода в течение первых нескольких пассажей 

во всех линиях наблюдалось ухудшение функционирования биоценоза и качества 

очистки по сравнению с контрольными вариантами С7, Т7. В контрольной линии без 

H2O2 к 96 часу цикла концентрация загрязнений по ХПК падала до 7–15% от исход-

ной. В линии С3 первого пассажа, которая была угнетена в наименьшей степени, каче-

ство очистки к 96-му часу по сравнению с контролем снизилось по ХПК примерно в 2 

раза. В целом, биоценоз активного ила в первых пассажах с пероксидом (начальная 

стадия адаптации) находился в угнетенном состоянии, поэтому показатели удаления 

загрязнений, полученные в контрольной линии, не достигались. 

 

Рассеянное освеще-

ние(не менее 40 мВ/л) 
В темноте 

Концентрация Н2О2; время внесения Н2О2 от 

начала цикла (пассажа) 

С1 Т1 0,6 г/л; 0 часов 

С2 Т2 0,6 г/л; 72 часа 

С3 Т3 0,3 г/л; 48 часов и 0,6 г/л; 72 часа 

С4 Т4 0,6 г/л; 96 часов 

С5 Т5 1,2 г/л; 96 часов 

С6 Т6 1,2 г/л; 0 часов 

С7 Т7 Контроль без внесения Н2О2 
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Рисунок 6.15 – Изменение конечной концентрации активного ила линий С (на 

свету, см. табл. 6.7) в колбах по мере пассирования. 

 

 

 

Рисунок 6.16 – Изменение конечной концентрации активного ила линий Т (в 

темноте, см. табл. 6.7) в колбах по мере пассирования. 
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Рисунок 6.17 – Динамика изменения ХПК в зависимости от продолжительности 

биоокисления для линии аэробного ила, адаптированной к H2O2 на свету, и контроль-

ной без внесения H2O2 при первоначальном ХПК 450 мг O2/л. 

 

К 5–6 пассажу с внесением H2O2 показатели очистки для линий С3, С4 улучши-

лись по сравнению с теми же линиями первого пассажа и с неадаптированными к 

H2O2 контрольными линиями (рис. 6.17). Линии, которые вели при освещении, на 20–

25% эффективнее очищали стоки по сравнению с затемненными вариантами. Режимы 

и дозы внесения H2O2 оказались наилучшими для вариантов C3, C4 среди использо-

ванных. В этих условиях уровни биомассы к 10-му пассажу стабилизируются, что 

свидетельствует об адаптации биоценоза активного ила к действию H2O2. 

Качественная разница между контрольными и стрессированными вариантами 

наблюдалась в отношении аккумулирования илом фосфатов. В то время как в контро-

ле к концу цикла во внешней среде накапливалось значительное количество фосфатов 

вследствие их выхода из клеточной массы или частичного лизиса ила (рис. 6.18), в 

стрессированной линии в середине цикла содержание фосфатов во внеклеточной сре-

де было незначительным – в конце цикла их концентрация составила всего 0,2–0,3 

мг/л P-PO4
3-

 (рис. 6.19). 
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Рисунок 6.18 – Зависимость концентрации фосфатов и ХПК от времени очистки 

активным илом варианта С7 (контроль без H2O2на свету). 

 

 

 

Рисунок 6.19 – Изменение ХПК и содержание фосфатов при очистке модельного 

бытового стока адаптированным к пероксиду водорода активным илом. 

 

Таким образом, опыты с очисткой модельного хозяйственно-бытового стока в 

отъемно-доливном режиме подтвердили значимость освещения среды низко интенсив-

ным рассеянным светом при внесении H2O2 и позитивные изменения в качестве очист-

ки по мере адаптации активного ила в наиболее подходящих условиях. Адаптирован-
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ный активный ил выдерживает в 2–3 раза большую разовую дозу пероксида водорода 

по сравнению с неадаптированными вариантами.  

Положительные изменения, наблюдающиеся в отношении удаления фосфатов из 

среды в условиях оксидативного воздействия и отъемно-доливного режима очистки в 

SB-реакторах с чередованием анаэробной и аэробной фаз, способствующего накопле-

нию фосфатаккумулирующих микроорганизмов, были подтверждены и с модельным 

стоком пивоварения. 

Очистку в четырех SB-реакторах с объемом среды 500 мл в каждом проводили в 

циклическом режиме с длительностью цикла 96 ч, при этом с 0 по 24 ч осуществля-

лась аэрация среды, с 24 по 96 ч – отключение аэрации. Затем перед повторным вклю-

чением аэрации сливали 300 мл надосадочной жидкости, повторно добавляли новую 

порцию среды, включали аэрацию на 24 ч, повторно отключали аэрацию и т.д.  

При запуске биореакторов в колбы с 500 мл суспензии активного ила добавили 

по 5 мл пива «Балтика 0» и (NH4)2SO4 (концентрация N-NH4 в очищаемой среде 4 

мг/л). Дополнительный фосфор и пероксид водорода в среду не вносили. 

По мере возрастания циклов во всех SB-реакторах начал формироваться ил, 

окисляющий загрязнения в аэробной фазе цикла и выделяющий загрязнения во внеш-

нюю среду в анаэробной фазе. 

На рис. 6.20 приведены результаты измерения показателей очистки по удалению 

фосфора усредненно по всем четырем реакторам, начиная с 15 цикла в начальной фазе 

эксперимента, когда пероксид водорода еще не вносился. Во всех 4-х реакторах 

наблюдалось довольно хорошее согласие в изменении показателей очистки. Начиная с 

16 цикла очистки, количество фосфора, выделяемое на анаэробной стадии, начало по-

степенно снижаться, по-видимому вследствие накопления фосфатаккумулирующих 

микроорганизмов в реакторах и лучшего удерживания ими фосфора в анаэробной ста-

дии.  

На втором этапе эксперимента в два (опытные, № 3 и 4) из четырех биореакто-

ров, начиная с 19-го цикла, начали добавлять пероксид водорода при освещении их 

содержимого. Пероксид водорода добавляли в концентрации 15 мг/л, каждый раз че-

рез 5 ч после начала аэробной стадии. Освещенность составляла 1800 Лк. Два осталь-

ных биореактора (контрольные, № 1 и 2) затемнили алюминиевой фольгой и H2O2 в 

них не добавляли. 
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Рисунок 6.20 – Изменение концентрации фосфора по ходу цикла очистки в SB-

реакторах (усредненно по 4-м реакторам). 

0–1 сут. – аэрация колб, 1–3 сут. – отключение аэрации. Приведены данные для 

15, 16, 18 и 22 циклов очистки. 

 

Через 5 циклов с момента начала внесения H2O2 существенных различий между 

показателями удаления фосфора в контрольных и опытных вариантах не наблюда-

лось. Важно отметить, что в этих экспериментах фосфор в среду дополнительно не 

вносился. Поэтому отсутствие видимых различий в опытах с внесением и без внесе-

ния H2O2 могло быть обусловлено дефицитом фосфора в среде, который во всех вари-

антах полностью поглощается микроорганизмами.  

Для выяснения максимальной величины накопления фосфора микроорганизмами 

и выявления возможных различий начиная с 24 цикла очистки в очищаемую среду 

начали вносить дополнительное количество фосфора в виде соли K2HPO4. Добавля-

лась среда следующего состава: на 500 мл суспензии активного ила 10 мл пива «Бал-

тика 0», раствор (NH4)2SO4 (концентрация N-NH4 в очищаемой среде 30 мг/л), раствор 

K2HPO4 (концентрация P-PO4 в очищаемой среде 6,3 мг/л). 

Результаты измерения показателей очистки и активности ила по ходу цикла че-

рез 25 циклов приведены в табл. 6.8. 

Видно, что при добавлении дополнительного количества фосфора в очищаемую 

среду с первого же цикла начали появляться различия между контрольными и опыт-

ными вариантами. При этом снижение ХПК в вариантах с внесением H2O2 более глу-

бокое, фосфор и азот лучше поглощаются биомассой ила в аэробной стадии и удер-

живаются в анаэробной. Эти различия постепенно увеличивались и, как видно из дан-

ных в табл. 6.9, 6.10, начиная с 30 цикла очистки стали ярко-выраженными. 
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Таблица 6.8 – Изменение показателей очистки при добавлении H2O2 (реактор № 

3 и 4) в сравнении с контрольным вариантом без добавления H2O2 (реактор № 1 и 2) 

на 25 цикле 

сут.роста реактор воздух рН ОП ХПК Р N-NH4 

0 1,2 да 6,5 0,25 2227,2 28,5 118 

 3,4 да 6,5 0,27 2150 27 122 

1 1 да 6,8 0,72 499,2 0,85 21 

 2 да 6,8 0,66 499,2 0,75 13 

 3 да 6,7 0,75 345,6 0,75 9 

 4 да 6,7 0,78 422,4 0,75 9 

4 1 нет 6,3 0,72 276,48 0,9 21 

 2 нет 6,3 0,66 307,2 0,1 16 

 3 нет 6,5 0,75 184,3 0,1 16 

 4 нет 6,5 0,72 184,3 0,9 16 

 

Таблица 6.9 – Изменение показателей очистки при добавлении H2O2 (реактор № 

3 и 4) в сравнении с контрольным вариантом без добавления H2O2 (реактор № 1 и 2) 

на 30 цикле 

сут.роста реактор воздух рН ОП ХПК Р N-NH4 

0 1,2 да 7,2 1,3 1740 30 130 

 3,4 да 7,2 1,3 1740 30 130 

1 1 да 6,7 1,5 304,36 10 3 

 2 да 6,8 1,35 304,36 12 6 

 3 да 6,9 1,2 217,4 8 0 

 4 да 6,7 1,3 217,4 6,5 0 

4 1 нет 6,2 1,6 275 21 9 

 2 нет 6,2 1,5 304,36 18,25 12 

 3 нет 6,1 1,3 92,8 14 0 

 4 нет 6,1 1,4 122,9 12 0 
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Таблица 6.10 – Изменение показателей очистки при добавлении H2O2 (реактор № 

3 и 4) в сравнении с контрольным вариантом без добавления H2O2 (реактор № 1 и 2) 

на 34 цикле 

сут.роста реактор воздух рН ОП ХПК Р N-NH4 

0 1,2 да 7,4 1,4 1624 25 360 

 3,4 да 7,4 1,45 1682 23 320 

1 1 да 7,3 1,68 139,2 4,4 115 

 2 да 7,3 1,56 139,2 2,5 105 

 3 да 6,9 1,4 58 0,7 64 

 4 да 6,8 1,5 58 0,7 42 

4 1 нет 6,8 1,68 77,4 11,7 197 

 2 нет 6,8 1,56 77,4 10,4 180 

 3 нет 6,6 1,4 38,7 6,8 123,5 

 4 нет 6,6 1,5 38,7 4,4 107,3 

 

В общей сложности за 234 сут. проведения эксперимента в SB-реакторах было 

проведено 34 аэробно-анаэробных цикла очистки. По ходу эксперимента способность 

активного ила поглощать фосфор сильно увеличилась и составила в среднем 8,8% 

внутриклеточного фосфора от сухой массы ила, что характерно для фосфатаккумули-

рующих микроорганизмов.  

Видимых внешних различий между хлопьями активного ила с внесением и без 

внесения H2O2 не наблюдалось. 

Таким образом, добавление пероксида водорода к активному илу SB-реактора 

приводит к улучшению очистки сточных вод по всем измеренным показателям. Его 

внесение на фоне освещения среды способствует лучшему усвоению соединений 

фосфора и азота в аэробной фазе процесса и позволяет сильнее удерживать их в клет-

ках в ходе анаэробной фазы, а также уменьшает накопление избыточной биомассы ак-

тивного ила. 

При условии сбалансированности среды по соотношению органических загряз-

нений, азота и фосфора можно ожидать достижения степени удаления ХПК в разрабо-

танном методе 97,5–99,7%, что является очень высоким показателем для одностадий-

ного проточного процесса биологической очистки.  
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6.3.2. Образование биопленок в аэробных условиях с контролируемым  

оксидативным воздействием 

 

Важным моментом применительно к биологической очистке сточных вод с окси-

дативным воздействием и освещением среды видимым светом являлось изучение осо-

бенностей развития биопленок и гранул аэробного ила в таких условиях. В исследова-

ниях с модельными стоками пивоварения в биореакторе с полным рециклом активно-

го ила (см. раздел 6.1.3) биопленка на стенках и погружных поверхностях биореактора 

была существенным фактором, вносящим вклад совместно со взвешенным активным 

илом в процесс очистки. Также в исследованиях с модельными стоками (см. раздел 

6.3.1) очистка велась в отъемно-доливном режиме режиме, подобном режиму SBR, 

при котором со временем наблюдается гранулообразование активного ила. Учитывая 

практическую значимость биореакторов с биопленкой и стабильное возрастание при-

менения SB-реакторов с гранулированным илом, в частности, для удаления азота и 

фосфора из сточных вод, а также позитивные результаты, описанные в предыдущих 

разделах, в диссертационной работе было уделено дополнительное внимание изуче-

нию контролируемого оксидативного воздействия применительно: 

- к образованию биопленок; 

- к образованию гранул активного ила. 

Исследование образования биопленок проводилось на базе Института молеку-

лярной генетики РАН (лаборатория регуляции экспрессии генов микроорганизмов, 

проф. Хмель И.А., аспирант Плюта В.А.) с участием автора диссертационной работы 

применительно к воздействию оксидативного стресса, индуцируемого внесением 

H2O2 в среду культивирования, на систему кворум-сенсинг и образование биопленок. 

Бактерии в составе биопленок, обладая более высокой устойчивостью к неблаго-

приятным факторам среды, являются также идеальной модельной системой для изу-

чения сочетанного воздействия стрессоров и антистрессоров, поскольку в природе 

они являются теми объектами, на которые эти факторы воздействуют одновременно. 

Пример – биопленки на поверхности водных и почвенных сред, растений, различных 

сооружений, открытые солнечному освещению и облучаемые одновременно мягким 

ультрафиолетом (фактор оксидативного стресса) и видимым светом. 

Согласно немногочисленным пока данным, в ответе бактерий на оксидативный 

стресс участвуют кворум сенсинг системы, подробно рассмотренные в разделе 3.2.5.  

В исследованиях, проведенных в лаборатории регуляции экспрессии генов мик-

роорганизмов ИМГ РАН, было изучено действие растительных фенолов (катехола, 

ванилина, эпикатехина, хлорогеновой кислоты, коричной кислоты) и гормонов (сали-
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циловой кислоты, индолил-3-уксусной кислоты, абсцизовой кислоты, гибберллиновой 

кислоты) на штаммы Pseudomonas aeruginosa PAO1 и Agrobacterium tumefaciens C58 и 

было показано стимулирующее действие данных веществ в субингибиторных и/или 

слабо подавляющих бактериальный рост концентрациях на образование биопленок 

этими бактериями. Напротив, при высоких концентрациях растительные фенолы по-

давляют бактериальный рост, защищая растения от патогенных бактерий. Было также 

показано, что усиление функционирования QS LasI-LasR – системы P. aeruginosa за 

счет повышения синтеза ацилгомосеринлактона и стимуляция образования биопленок 

при действии низких концентраций фенольных соединений взаимосвязаны.  

Механизмы стимулирования образования биопленок субингибирующими или 

слабо подавляющими бактериальный рост концентрациями данных веществ в насто-

ящее время неясны. Мы предположили, что действие растительных фенолов и гормо-

нов на образование биопленок может быть частично связано с их антиоксидантной 

активностью и с действием на QS системы. Также некоторые из них могут действо-

вать как прооксиданты, индуцируя повреждения ДНК [1807]. В пользу данных пред-

положений свидетельствуют и данные литературы о стимулировании образования 

биопленок и гранул субингибиторными дозами доноров NO и окислителей [1700, 

1703-1705], а также данные, полученные в Лаборатории регуляции экспрессии генов 

микроорганизмов ИМГ РАН об увеличении формирования биопленок P. aeruginosa 

PAO1 в присутствии в среде субингибиторных концентраций лекарственных препара-

тов нитрофурановой природы и доноров NO [1930]. 

Для проверки предположений о стимулировании были проведены исследования 

с воздействием пероксида водорода на способность образовывать биопленки P. aeru-

ginosa PAO1, A. tumefaciens C58 и Burkholderia cenocepacia 370. Бактерии данных ви-

дов являются известными модельными микрорганизмами для изучения QS систем и 

образования биопленок [1931-1933]. Штамм B. cenocepacia 370 получен из НИИ эпи-

демиологии и микробиологии им. Н.Ф. Гамалеи. 

На рис. 6.21 и 6.22 приведены данные опытов по влиянию H2O2 на формирование 

биопленок P. aeruginosa PAO1, A. tumefaciens C58, B. cenocepacia 370, выращиваемых 

в плашках в течение 24 часов с разными концентрациями H2O2. Можно видеть, что в 

диапазоне увеличения концентрации Н2О2 от 300 до 1500 мкг/мл наблюдалось стиму-

лирование образования биопленок P. aeruginosa PAO1 до 2,5 раз (при 1500 мкг/мл) по 

сравнению с контролем (без Н2О2). При этом величина суспензионного роста не изме-

нялась до 750 мкг/мл Н2О2 и уменьшалась в 2,5 раза при 1500 мкг/мл Н2О2 (рис. 6.21 

А). При дальнейшем повышении концентрации Н2О2 количество биомассы образо-

ванных биопленок и суспензионных клеток резко снижалось. Аналогичные законо-
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мерности наблюдались при действии Н2О2 на образование биопленок B. cenocepacia 

370: формирование биопленок стимулировалось в условиях, когда происходило неко-

торое снижение планктонного роста по сравнению с контролем (рис. 6.22). При этом 

наблюдаемые значения уровней формирования биопленок B. cenocepacia 370 были 

существенно ниже по сравнению с аналогичными значениями для P. aeruginosa PAO1. 

Таким образом, возможно стимулирование образования биопленок у бактерий при 

действии не только антиоксидантов, но и окислителей, т.е. эффект фенольных соеди-

нений определяется, возможно, не только их антиоксидантной активностью. В то же 

время, пероксид водорода не действовал подобным образом на образование биопле-

нок A. tumefaciens C58 (рис. 6.21 B). Суспензионные клетки и биопленки A. tumefa-

ciens C58 были существенно более чувствительными к действию Н2О2, чем клетки P. 

aeruginosa PAO1. 
 

 

 

Рисунок 6.21 – Влияние пероксида водорода на образование биопленок и суспен-

зионный рост: А – P. aeruginosa PAO1; В – A. tumefaciens C58.  

Биопленки – темные столбцы, суспензионный рост – светлые столбцы. По оси 

ординат: оптическая плотность при λ=595 нм. По оси абсцисс – концентрация Н2О2, 

мкг/мл.  
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Рисунок 6.22 – Влияние пероксида водорода на образование биопленок и планк-

тонный рост B. cenocepacia 370.  

Биопленки – темные столбцы, суспензионный рост – светлые столбцы.  

 

 

 

Рисунок 6.23 – Влияние пероксида водорода на образование биопленок и суспен-

зионный рост P. aeruginosa PAO1 / pME6000.  

Биопленки – темные столбцы, суспензионный рост – светлые столбцы. Кривая 

линия – соотношение роста в биопленке к росту в суспензии. 
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Рисунок 6.24 – Влияние пероксида водорода на образование биопленок и суспен-

зионный рост P. aeruginosa PAO1 / pME6863. 

Биопленки – темные столбцы, суспензионный рост – светлые столбцы. Кривая 

линия – соотношение роста в биопленке к росту в суспензии. 

 

Исследования со штаммом P. aeruginosa PAO1/pME6000 с введенным гетероло-

гичным геном АГЛ-лактоназы aiiA (ген гомосеринлактоназы из Bacillus) и функцио-

нирующей QS-системой, использующей АГЛ в качестве сигнальных молекул, и со 

штаммом P. aeruginosa PAO1/pME6863, в котором было подавлено функционирова-

ние Las- и Rhl- QS систем вследствие деградации АГЛ АГЛ-лактоназой, показали, что 

эффект стимулирования образования биопленок P. aeruginosa PAO1 при действии 

Н2О2 зависит от функционирования QS систем, использующих АГЛ в качестве сиг-

нальных молекул. При действии Н2О2 на образование биопленок P. aeruginosa 

PAO1/pME6000 наблюдалась та же закономерность, что и в случае штамма P. aeru-

ginosa PAO1, т.е. формирование биопленок стимулировалось (до 2,3 раза) в условиях, 

когда происходило некоторое снижение планктонного роста по сравнению с контролем 

(рис. 6.23). В то же время для штамма, содержащего плазмиду pME6863, явно выра-

женного стимулирования образования биопленки не наблюдалось (рис. 6.24).  

Таким образом, оксидативный стресс, инициированный действием Н2О2, может 

стимулировать образование биопленок, которое, в свою очередь, связано с функцио-

нированием QS-систем регуляции.  

Механизм стимулирующего действия субингибиторных концентраций Н2О2 на 

формирование биопленок может быть связан с основным регулятором, белком OxyR, 
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осуществляющим глобальную регуляцию ответа на оксидативный стресс. Его мишени 

включают до 56 генов [757, 1934]. Биопленки более устойчивы к действию пероксида 

водорода и могут защищать бактерии от его воздействия [758, 759]. Было показано, 

что пероксид водорода не эффективен против уже сформированной микробной био-

плёнки P. aeruginosa: биополимеры матрикса биопленки адсорбируют большие коли-

чества выделяемой каталазы, и пероксид водорода не успевает проникнуть в глубь 

биопленки, разлагаясь на ее поверхности без вреда для бактерий [1722]. Т.е. стимули-

рование образования биопленок в присутствии Н2О2 – это механизм защиты бактерий 

от действия пероксида водорода [757, 1935, 1936]. Если QS блокирован мутациями в 

генах QS систем или ингибиторами QS систем, устойчивость биопленок (как и планк-

тонных клеток) к Н2О2 снижается. Поэтому среди белков, индуцируемых в ответ на 

оксидативный стресс, могут быть те, которые участвуют в образовании биопленок.  

Таким образом, приведенные данные показывают, почему может происходить 

стимуляция формирования биопленок в присутствии Н2О2 и почему она зависит от QS 

систем. Эти данные, по-видимому, не исчерпывают всех механизмов влияния Н2О2 на 

образование биопленок. В отношении биологической очистки сточных вод стимули-

рование образования биопленок и в более общем случае размера, морфологии и седи-

ментационных свойств агрегатов активного ила имеет важное практическое значение 

для устойчивого функционирования очистных сооружений [1697].  

 

6.3.3. Образование гранул ила в аэробных условиях с контролируемым  

оксидативным воздействием 

 

Еще один эффект, на который было обращено внимание в ходе исследований 

очистки в условиях контролируемого оксидативного стресса – улучшение гранулооб-

разующих свойств активного ила.  

Получение и использование аэробного гранулированного активного ила само по 

себе представляет интерес как вариант совершенствования систем аэробной биологи-

ческой очистки. Если бы удалось получать стабильные гранулы ила в аэробных усло-

виях, то можно было бы существенно повысить производительность аэробных реак-

торов с минимальным выносом взвешенных веществ из реакторов и вторичных от-

стойников, обеспечить повышение качества очистки и хорошие фильтрационные 

свойства ила при его обезвоживании и реализовать, например, высокоинтенсивный 

двухстадийный непрерывный анаэробно-аэробный процесс для очистки стоков с вы-

сокой концентрацией органических загрязнений, в котором гранулированный ил ис-

пользовался бы на обеих стадиях [1583-1587]. 
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Как уже отмечалось в главе 1 при рассмотрении путей совершенствования си-

стем биологической очистки, гранулированный ил может образовываться, если мик-

роорганизмы относительно медленно растущие: при нитрификации, окислении суль-

фидов, т.е. когда микробиологический процесс в меньшей степени лимитируется 

диффузией кислорода в аэробные гранулы по сравнению с ограничениями, возника-

ющими при быстро протекающих реакциях аэробного окисления органических ве-

ществ. При окислении органических веществ в аэробных непроточных условиях воз-

можно образование гранул размером 1–5 мм в отъемно-доливном режиме работы SB-

реактора. Имеются скудные сообщения о возможности образования гранул аэробного 

ила и в проточных условиях. Гранулы образуются в режиме восходящего потока, ана-

логичном используемому в реакторе со взвешенным слоем загрузки с фиксированной 

биопленкой. Однако образованные гранулы нестабильны и распадаются через 2–3 

мес. с момента новообразования [1687].  

В этой связи как элемент совершенствования аэробной биологической очистки 

нами выявлялась возможность формирования гранул аэробного ила, изучалось влия-

ние условий очистки на формирование и стабильность гранул и качество очистки, 

включая использование контролируемого оксидативного воздействия.  

Надо отметить, что при проведении очистки в лабораторном биореакторе в про-

точном режиме с полным рециклом ила, как это описано в разделе 6.1.3, проводимой 

на протяжении всего срока работы биореактора в течение более 2-х лет, наблюдалось 

образование зародышей гранул в толще среды в биореакторе уже спустя 2–2,5 мес. 

после старта очистки. Зачатки гранул были образованы большей частью грибами. Но-

вообразованные гранулы имели размер от 0,1 до 2 мм, были неустойчивыми, непра-

вильной формы, что обусловлено, возможно, механическим разрушением лопастями 

мешалки биореактора. Несмотря на свою нестабильность образующиеся зачатки гра-

нул повышали седиментационные характеристики ила и фильтруемость, уменьшали 

пенообразование в системе, унос взвешенных веществ и их содержание в выходящей 

воде. Однако нам удалось наблюдать лишь образование зачатков, а не полноценных 

гранул ила, как это первоначально ожидалось. Вместо них образовывалась биопленка 

на стенках реактора и вторичного отстойника. Поэтому основные эксперименты с 

формированием гранул проводились в колбах на качалке с отъемно-доливным режи-

мом очистки. Типично после очистки очередной порции стока в аэробных условиях в 

течение от 1 до 3 суток содержимое колбы отстаивалось в течение от 10 до 60 мин, 

0,5–0,7 объема надосадочной жидкости сливали, к осевшему илу добавляли новую 

порцию стока, и цикл вновь повторяли – аналогично тому, как это использовали при 

изучении отъемно-доливного режима очистки в SB-реакторе (см. раздел 6.3.1).  
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Использовались модельные и реальные стоки, а именно:  

- сток на основе пива «Балтика 0», разбавленного в 100 раз; активный ил был 

сформирован в лабораторном проточном биореакторе, в котором были получены ре-

зультаты исследований, описанные в разделе 6.1.3;  

- модельные хозяйственно-бытовые стоки с очисткой сформированным актив-

ным илом (см. раздел 6.3.1);  

- сток лабораторного UASB-реактора, на вход которого подавался модельный 

сток на основе пива «Балтика 0» (см. раздел 6.1.1);  

- первая сливная вода из чанов после замачивания ячменя на солодовне (Воро-

новский завод по производству солода, пос. Вороново, Московская обл., см. раздел 

6.1.2). Изначально очистка проводилась с активным илом, отобранным из очистных 

сооружений Вороновского завода по переработке солода; активность ила постоянно 

поддерживалась путем пересевов на стоки ВЗПС или модельный сток и аэрирования 

ила со стоком в колбах на качалке; 

- сток переработки сои, полученный из соевого лепестка экстракцией этанолом 

для извлечения углеводов. Этанол из полученного экстракта отгонялся. Полученная 

после отгонки этанола меласса разбавлялась в 20 раз и подвергалась аэробной фер-

ментации с использованием дрожжей Saccharomyces cerevisiae раса XII. Полученная 

после ферментации суспензия сепарировалась (фуговалась) для отделения дрожжей. 

Надосадочная жидкость представляла собой сток для переработки в системе биологи-

ческой очистки с ХПК 10000–15000, pH 4,0–5,0.  

С указанными стоками было изучено влияние на очистку и гранулообразование 

уловий очистки (на свету и в темноте), физико-химических и химических показателей 

сточной воды, содержания загрязнений, действия тяжелых металлов. В ряде опытов с 

аэробным илом по ходу процесса в среду вносили различные добавки, а также перок-

сид водорода в виде 10% H2O2 и анолит электрохимического разложения раствора 

Na2CO3, использовали УФА-излучение. Дозы и время внесения пероксида водорода и 

анолита описаны ниже при обсуждении результатов экспериментов.  

Во всех вариантах при проведении аэробной очистки в отъемно-доливном режи-

ме в колбах на качалке наблюдалось образование полноценных гранул ила, независи-

мо от стока и происхождения активного ила (рис. 6.25). В большинстве случаев гра-

нулы начинают образовываться уже после 2–3 циклов (пассирований) в колбах, затем 

постепенно увеличиваются в размере по мере роста числа циклов очистки стока. Ре-

жимы отъема-долива мало влияют на седиментационные свойства ила. Однако вид 

стока и условия очистки влияют на морфологию и цвет формирующихся гранул. Ти-
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пично образуются черные, бурые, серые, белые гранулы. Примечателен тот факт, что 

переходные формы гранул в аэробных условиях встречаются крайне редко.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

При добавлении H2O2    Без добавления H2O2 

 

Рисунок 6.25 – Гранулы активного ила, образующиеся при очистке стоков при 

отъемно-доливном методе с удерживанием ила седиментацией. 

 

Результаты исследования влияния условий очистки на грануляцию аэробного ила 

приведены в обобщенном виде в табл. 6.11. 

При проведении очистки в качалочных колбах образование гранул наблюдается 

в том случае, когда процесс очистки проводят в периодических отъемно-доливных 

условиях без отвода ила. Гранулы ила образуются в наибольшем количестве, с 

наибольшей скоростью и компактностью: 

- при создании селективных условий для гранулообразующих микроорганизмов; 

- при достаточной аэрации среды; 

- при уровне ХПК до 7000 мг/л; 

- при рН в диапазоне 7–8,5; 

- в условиях с периодами голодания активного ила по субстрату; 

- в условиях отсутствия избытка минеральных солей. 

Присутствие в небольшом количестве таких водонерастворимых компонентов, 

как CaCO3, не влияет на грануляцию ила. Повышенное содержание микроэлементов 

(Mn
2+

 и др.) в среде и внесение органических добавок, таких как дрожжевой экстракт, 

отрицательно влияет на гранулообразование. Наблюдается повышение стабильности и 

компактности уже существующих гранул ила в присутствии (NH4)2SO4, что можно 

объяснить возрастанием ионной силы раствора, экранированием отрицательного за-

ряда поверхности клеток положительно заряженными ионами и уменьшением силы 

отталкивания между клетками.  
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Таблица 6.11 – Факторы, влияющие на грануляцию аэробного ила 

Фактор Условия Влияние на грануляцию 

Отсутствие аэрации 
прочно закрытая гер-
метичная пробка, без 
перемешивания 

Гранулы размельчаются, в иле начинают доминировать бурый 
и белый цвета. Образуются пузырьки газа. 

Низкий уровень 
аэрации  

аэрация колбы со 150 
мл среды  

Скорость образования новых гранул падает, сокращается об-
щее количество гранул. Сформировавшийся ил сохраняет пре-
имущественно черный цвет. 

Средний уровень 
аэрации 

аэрация колбы со 100 
мл среды  

Биомасса ила нарастает, гранулы образуются. Происходит по-
чернение и постепенное укрупнение гранул. 

Высокий уровень 
аэрации 

аэрация колбы с 50 мл 
среды  

Биомасса ила быстро нарастает, образуется большое количе-
ство новых гранул. Средние размеры гранул меньше, чем при 
среднем уровне аэрации, но количество гранул в среде выше. 

Низкая концентрация 
субстрата 

ХПК от 300 до 1000 
мг/л 

Наблюдается укрупнение гранул. Поверхность гранул становит-
ся более шероховатой, развитой. Этот признак может сохра-
няться и при повышении концентрации субстрата, и в случае 
длительного пребывания при низкой концентрации субстрата. 

Средний уровень 
концентрации суб-
страта 

ХПК от 1000 до 5000 
мг/л 

Ил растет с обычной скоростью с нормальным соотношением 
фракций гранул. При увеличении концентрации субстрата 
наблюдается лаг-фаза в росте гранул. 

Высокая концентра-
ция субстрата 

ХПК выше 7000 мг/л 
После лаг-фазы наблюдается повышение скорости роста гра-
нул. Однако при отсутствии гранул в исходной среде начальная 
стадия грануляции протекает очень медленно. 

Длительное голода-
ние ила 

Аэрация в течение 1–2 
сут. без внесения суб-
страта 

Инициирование образования гранул из накопленного ила 

Низкий уровень рН Уровень рН 6 и ниже 
Гранулообразование почти не происходит. Идет измельчение 
имеющихся гранул, повышается шероховатость поверхности. 

Нейтральный уро-
вень рН 

Уровень рН 7–8,5 Оптимальный рН для развития гранул и биомассы. 

Высокий уровень рН Уровень рН выше 8,5 
Большого влияния на гранулы не оказывает. Идет саморегуляция 
биоценозом уровня рН с понижением pH до нейтрального. 

Влияние пероксида 
водорода  

100 мг/л H2O2 
Увеличение фракции крупных гранул (4–7мм) от контрольной 
пробы. Незначительное уменьшение количества мелких гра-
нул, рост концентрации биомассы вне гранул. 

Влияние пероксида 
водорода 

200 мг/л H2O2 
Уменьшение количества гранул всех фракций, кроме мелких 
белых, которые по прошествии времени переходят во фракцию 
мелких черных. 

Влияние Mn
2+

 10 мг/л Mn
2+

 
Гранулы образуются медленно. Почернения гранул не проис-
ходит. В среде находится небольшое количество фракции бе-
лых гранул. 

Влияние Fe
3+

  20 мг/л Fe
3+

 Происходит почернение гранул. 

Влияние (NH4)SO4 500 мг/л 
Гранулы становятся более компактными, приобретая гладкую 
поверхность. Число гранул не увеличивается. 

Влияние нераство-
римых добавок 

добавление мела как 
возможного источника 
центров грануляции 

Мел не оказывает воздействие на скорость гранулообразова-
ния 

Окисление загрязне-
ний надиловой жид-
кости после анаэ-
робного сбражива-
ния 

Окисление загрязнений 
стока переработки сои 
после прохождения 
через UASB-реактор 

Гранулообразование идет с нормальной скоростью. Имеющие-
ся гранулы не разрушаются. 

Влияние неагрегиро-
ванной биомассы 

Добавление суспензии 
неагрегированного ила 
к гранулам 

Увеличение лаг-фазы гранулообразования, затем рост гранул, 
превышающий по скорости рост в стандартных условиях. 
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Увеличение лаг-фазы гранулообразования при добавлении неагрегированной 

биомассы, возможно, обусловлено присутствием в среде большого количества негра-

нулирующих микроорганизмов, мешающих развиваться гранулирующим. Таким об-

разом, для начала образования гранул требуется некоторый критический уровень доли 

биомассы гранулообразующих микроорганизмов в среде. Наличие гранул в среде 

ускоряет процессы новообразования. В то же время в большинстве случаев гранулы 

нестабильны, становятся более рыхлыми и распадаются через 50–120 сут. после нача-

ла гранулообразования, при этом качество очистки постепенно падает. Начало стадии 

распада может спровоцировать резкое изменение ХПК среды, рН, степени аэрации и 

добавление ионов Mn
2+

. 

Микроскопирование показало, что состав микроорганизмов меняется в различ-

ные периоды развития гранул. Гранулы на первой стадии развития образованы боль-

шей частью грибами. Эти гранулы мало устойчивы и разрушаются в течении несколь-

ких дней из-за лизиса во внутренней части гранул. Однако в ходе развития грибных 

гранул-колоний к ним присоединяются и на них закрепляются бактериальные формы: 

гетеротрофные бактерии, окисляющие сложные органические субстраты, нитрифика-

торы и денитрификаторы.  

Гранулы ила формируются и в затемненных, и в незатемненных условиях, при-

чем в последнем случае большую долю биоценоза ила составляют микроводоросли. В 

вариантах с большим содержанием водорослей образовывались гранулы зеленого 

цвета размером до 3 мм, однако гранулы с водорослями хуже очищали среду. 

Моделирование пиковых нагрузок по ХПК с последующим голоданием активно-

го ила позволило подобрать режим, в котором формировались гранулы диаметром от 

2 до 5 мм с хорошей очищающей способностью. 

Добавление пероксида водорода в сублетальных концентрациях к неадаптиро-

ванному к H2O2 илу снижало скорость гранулообразования и увеличивало время раз-

вития гранул, однако не приводило к их разрушению.  

В связи с тем, что внесение H2O2 может способствовать повышению качества 

очистки сточных вод, было проведено более детальное исследование аэробной очистки 

с гранулированным илом в качалочных колбах при комплексном воздействии на грану-

лообразующий ил активных форм кислорода и видимого света низкой интенсивности.  

Исследования по воздействию АФК проводили с предварительной адаптацией 

ила к внесению сублетальных доз H2O2. Адаптация велась при комнатной температуре 

на модельной среде на основе пива «Балтика 0». Освещенность на поверхности стола, 

на котором стояли шейкеры с колбами, составляла в среднем 500 Лк, что соответству-

ет удельной величине энергии падающего света не более 100 мВт/л. 
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Из рис. 6.26 наглядно видно, что на фоне воздействия пероксида водорода 

наблюдается намного более активное гранулообразование. Гранулы формировались в 

большем количестве, компактными, механически прочными и стабильными. В данном 

случае адаптация велась в режиме с дробным внесением H2O2 сначала в дозе 100–175 

мг/л в середине экспоненциальной фазы роста ила, а затем в дозе 250–350 мг/л в пред-

стационарной фазе роста. После того как начали вносить H2O2, уже к 3 пассажу улуч-

шилась осаждаемость ила (замерялось осаждение в течение 30 мин части ила, не вхо-

дящего в состав гранул и находящегося в среде в форме суспензии). Адаптированный 

к действию H2O2 ил на фоне освещения среды видимым светом выдерживал в 3–5 раз 

большие концентрации пероксида водорода (до 1 г/л разового внесения) по сравнению 

с непассированным илом.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 6.26 – Формирование гранул ила, преадаптированного к H2O2 и ила, не 

подвергавшегося воздействию H2O2, в условиях отъемно-доливного режима очистки и 

освещения содержимого колб. 

 

Для оценки эффективности очистки модельного стока гранулами вели различные 

линии формируемого гранулированного ила с внесением и без внесения H2O2. Опыт 

проводился в трех-пяти повторностях с освещением и без освещения содержимого 

колб. Пероксид водорода вносился первоначально только в момент пересева 

аэробного ила. Во всех случаях проба отбиралась до внесения H2O2. 

Гранулы ила, образованные при очистке          Гранулы ила, образованные при очистке 

в колбе с внесением H2O2            в колбе без внесения H2O2 
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Данные по изменению ХПК в экспериментах с освещением содержимого колб 

фоновым светом представлены на рис. 6.27. 

 

 

 
Рисунок 6.27 – Изменение величины ХПК в зависимости от продолжительности 

биоокисления (сут) и линии аэробного ила при разовом внесении H2O2 и освещении со-

держимого колб. А – ХПКисх. = 2650 мг O2/л. Б – ХПКисх. = 560 мг O2/л. 

Линия 1: Аэробный ил неадаптированный к H2O2, очистка без внесения H2O2. 

Линия 2: Аэробный ил адаптированный к H2O2, концентрация H2O2 в среде при 

разовом внесении 25 мг/л. 

Линия 3: Аэробный ил адаптированный, концентрация H2O2 в среде при разовом 

внесении 50 мг/л. 

А 

Б 
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Как видно из этих данных, в вариантах с внесением H2O2 (линии 2 и 3) при 

ХПКисх. 2650 мг/л на 9–10 сутки с момента внесения ила остаточное ХПК стремится к 

нулю. Такой результат наблюдался во всех 4 повторностях. Наиболее резкое сниже-

ние ХПК относительно контрольного варианта без внесения H2O2 наблюдалось на 

вторые сутки. Аналогично при ХПКисх. 560 мг/л снижение ХПК в вариантах с линия-

ми 2 и 3 было существеннее, чем в контрольной линии без внесения H2O2, при этом в 

вариантах с внесением пероксида водорода ХПК падало до непромеряемых величин 

на пятые сутки во всех повторно проведенных опытах. В контроле без внесения H2O2 

ХПК не достигало уровня ниже 30 мг/л. 

 

 
Рисунок 6.28 – 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. 

Линия 1: Аэробный ил неадаптированный к H2O2, очистка без внесения H2O2. 

Линия 2: Аэробный ил адаптированный к H2O2, концентрация H2O2 в среде при 

разовом внесении 25 мг/л. 

Линия 3: Аэробный ил адаптированный, концентрация H2O2 в среде при разовом 

внесении 50 мг/л. 
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Повышение дозы вносимого H2O2 ускоряло падение ХПК, при этом внесение пе-

роксида по частям оказалось эффективнее, чем внесение эквивалентной дозы одно-

кратно в момент пересева. Так, в линии 2 при разовом внесении H2O2 ХПК за 4 сут. 

падало с 560 до 50 мг/л (рис. 6.27), а при дробном внесении такого же количества с 

1040 до 60 мг/л (рис. 6.28); в линии 3 ХПК за 4 сут. падало при разовом внесении H2O2 

с 560 мг/л до 30 (рис. 6.27), а при дробном – с 1040 до 15 (рис. 6.28). Таким образом, 

можно предполагать, что при дробном внесении гранулы аэробного ила испытывают 

меньшее стрессовое воздействие, быстрее адаптируются и лучше удаляют остаточные 

загрязнения. 

 

 
Рисунок 6.29 – 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 3 – без освещения среды. Линия 4 – при освещении среды.  

 

Как и в предыдущих вариантах очистки в условиях контролируемого оксидатив-

ного воздействия значимым фактором, влияющим на результат адаптации и показате-

ли очистки, было освещение очищаемой среды с аэробным илом видимым светом при 

внесении H2O2. Из рис. 6.29 хорошо видно, что в колбах, которые освещались (линия 

4), падение ХПК гораздо более интенсивное – ХПК в пяти повторно проведенных 

опытах на 7-ые сутки падало до непромеряемых величин.  
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А 

 
Б 

 

Рисунок 6.30 – Изменение размера и числа гранул аэробного ила по ходу пересе-

вов в условиях освещения и при затемнении колб и внесении пероксида водорода. 

А – при освещении, Б – в условиях затемнения.  

 

Параллельно в ходе проведения представленной серии экспериментов фиксиро-

вались развитие и изменение числа гранул аэробного ила при освещении и без осве-

щения среды. Результаты этих измерений приведены на рис. 6.30. Видно, что наблю-

дается заметное превышение скорости накопления и размера гранул ила в вариантах с 

внесением H2O2 в количестве 25 мг/л при освещении. Таким образом, фактор освеще-

ния существенен при воздействии H2O2 на гранулообразование. В условиях освеще-

ния гранулы были с хорошо развитой поверхностью. Их накопление при затемнении 

замедлялось. 
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Таким образом, совместное воздействие на аэробный АИ факторов оксидативно-

го стресса (пероксида водорода) и низкоинтенсивного видимого света может суще-

ственно повысить качество очистки, в частности, в отношении снижения ХПК, удале-

ния фосфатов, устойчивости гранул аэробного АИ, получаемых в условиях отъемно-

доливного режима. При этом необходимо учитывать дозу добавляемого H2O2, фазу 

развития АИ, концентрацию ила при пассировании к пероксиду водорода, условия 

освещения среды с илом видимым светом, характер нагрузки по загрязнениям на АИ. 

Поскольку пероксид водорода достаточно вносить в среду в относительно малых до-

зах на фоне ее освещения низкоинтенсивным видимым светом, то такой подход может 

быть относительно легко реализован на практике. 

Интересно было сопоставить эффект действия H2O2 с действием других 

активных форм кислорода. Как уже отмечалось в разделе 2.4, механизмы воздействия 

различных АФК и ответа клеток на эти воздействия во многом аналогичны, поэтому 

можно было ожидать сходных эффектов при использовании различных форм АФК и 

видимого света в процессах биологической очистки. Сходные положительные 

эффекты позволили бы более гибко подходить к выбору различных форм АФК в 

целях оптимизации технологических решений и затрат на очистку.  

Для проверки предположения о возможности схожих положительных эффектов 

при использовании различных форм АФК были проведены исследования аэробной 

биологической очистки стоков с внесением анолита электрохимической активации 

водного раствора Na2CO3
1
. В анолите могут содержаться пероксид водорода и другие 

реакционно активные частицы – перекиси, надперекиси, озон и др. Сопоставление 

действия анолита и пероксида водорода представляет интерес и с точки зрения 

возможных экономических затрат на обеспечение положительного эффекта снижения 

ХПК. Как и в опытах с H2O2, было обращено внимание на фактор освещения среды 

видимым светом.  

Анолит готовился в проточном диафрагменном электрохимическом генераторе в 

лаборатории на кафедре промышленной экологии РХТУ.  

Приготовление анолита – это преобразование воды в активированный раствор 

при помощи трех компонентов: Na2CO3, воды и электрического тока. Если через воду 

протекает постоянный электрический ток, то поступление электронов в воду у катода, 

так же как и удаление электронов из воды у анода, сопровождается серией 

электрохимических реакций на поверхности катода и анода, в результате которых 

                                                 
1
 В работе с использованием анолита принимали участие сотрудники кафедры промышленной экологии 

РХТУ им. Д.И. Менделеева 
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образуются новые вещества, а система вода-растворенные вещества переходит в 

термодинамически неравновесное состояние.  

Свойства воды, подвергнутой электрохимической обработке, определяются со-

ставом минеральных солей в исходном растворе, видом электрохимического воздей-

ствия, конструкцией и характеристиками электрохимического проточного аппарата. В 

период релаксации весь сложный комплекс химических и физических возмущений в 

полученных анолите и католите постепенно рассеивается, что проявляется в законо-

мерном приближении физико-химических параметров к равновесным значениям. В 

слабоминерализованных водных растворах (до 5 г/л), пресной (до 1 г/л) и дистилли-

рованной (до 5 мг/л) воде высокоактивные продукты разнообразных электрохимиче-

ских реакций могут существовать одновременно длительное время. 

Как и в опытах с внесением H2O2, при проведении экспериментов с внесением 

анолита использовались различные линии аэробного ила: 

Линия 1: Аэробный ил неадаптированный к H2O2, без внесения анолита, перво-

начальное значение ХПК стока 560 мг/л. 

Линия 2: Аэробный ил адаптированный к внесению H2O2, анолит вносился толь-

ко в момент пересева, на колбу с 80 мл ила и стока добавлялся 1 мл анолита, первона-

чальное значение ХПК стока 560 мг/л. 

Линия 3: Аэробный ил адаптированный к внесению H2O2, анолит вносился толь-

ко в момент пересева, на колбу с 80 мл ила и стока добавлялось 2 мл, первоначальное 

значение ХПК стока 560 мг/л. 

При проведении исследований помещение лаборатории большую часть суток 

освещалось естественным светом через оконные проемы, а также искусственным све-

том люминесцентных ламп. Интенсивность света, падающего на поверхность колб, 

составляла в среднем 500 лк. Опыт проводился в четырех повторностях, значения 

ХПК приведены усредненные по результатам 4-х повторностей. 

Все 3 линии выращивались на одном и том же субстрате, представляющем собой 

модельную сточную воду, получаемую путем разбавления безалкогольного пива 

«Балтика 0» от 100 до 50 раз по мере адаптации и с учетом плана экспериментов. 

Температура, аэрация, объем среды и колб, условия освещения во всех линиях были 

одинаковы. 
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Рисунок 6.31 – Изменение величины ХПК в зависимости от продолжительности 

биоокисления и линии аэробного ила при разовом внесении анолита.  

А – ХПКисх. = 2650 мг O2/л. Б – ХПКисх. = 560 мг O2/л. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 6.32 – Сравнение изменения величины ХПК в зависимости от продол-

жительности биоокисления и линии аэробного ила при дробном внесении анолита. 

ХПКисх. = 1040 мг O2/л. 
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Рисунок 6.33 – Изменение размера и числа гранул аэробного ила по ходу пересе-

вов в условиях освещения (А) и затемнения (Б) среды и внесения анолита. 
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На рис. 6.31 представлены результаты опытов с определением динамики измене-

ния ХПК во всех трех линиях ила при очистке модельных стоков. Видно, что с увели-

чением количества вносимого анолита скорость падения ХПК растет (линия 2 и линия 

3), превышая контрольный уровень линии 1. 

В аналогично проведенных экспериментах с дробным внесением анолита каж-

дый день равными долями очистка сточных вод гранулообразующим аэробным илом 

протекала более эффективно и существенно превышала показатели очистки без вне-

сения анолита (рис. 6.32).  

Параллельно в ходе проведения представленной серии экспериментов фиксиро-

вались развитие и изменение числа гранул аэробного ила при освещении и без осве-

щения среды. Результаты этих измерений приведены на рис. 6.33. Видно, что анолит в 

использованных концентрациях не угнетает развитие аэробного ила. При освещении 

среды наблюдается тенденция превышения скорости и уровня накопления гранул ила 

над вариантом с затемнением.  

Таким образом, результаты экспериментов показали, что внесение анолита 

электрохимической активации водного раствора Na2CO3, так же как и H2O2, повышает 

эффективность очистки, т.е. подтвердили предположение о возможности схожих 

положительных эффектов при биологической очистке с использованием различных 

форм АФК и освещении очищаемой среды. 

Действие анолита, по-видимому, аналогично действию пероксида водорода, что, 

видимо, обусловлено содержанием H2O2 и других активных форм кислорода в 

анолите. Необходимым условием достижения положительного эффекта является 

освещение очищаемой среды низкоинтенсивным видимым светом. При дробном 

внесении анолита положительный эффект выражен более ярко, чем при разовом. 

Добавление оптимальных небольших доз пероксида водорода или анолита 

электрохимической активации раствора Na2CO3 благоприятно влияет на 

гранулобразование аэробного ила в условиях освещения среды видимым светом, при 

этом ил должен быть преадаптирован к этим активным окислителям. Однако 

поскольку пероксид водорода как источник АФК требуется вносить в гораздо 

меньших дозах, чем анолит, то в практических целях использование H2O2 

предпочтительнее. 

Воспроизведение аналогичных положительных эффектов при комбинированном 

воздействии анолита электрохимического разложения и видимого света свидетель-

ствует в пользу универсальности воздействия агентов оксидативного стресса и, воз-

можно, других стресс- и антистресс-факторов применительно к процессу гранулооб-

разоваия. 
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Рисунок 6.34 – Соотношение групп микроорганизмов в образцах АИ, получен-

ных 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. 

 

Исследование микробиологического профиля микроскопированием, с высевом 

на элективные среды и методами молекулярно-генетического анализа образцов из 

различных гранул и их зон, результаты которого подробно описаны в диссертации 

Н.С. Хохлачева [1937], выполненной под руководством автора, показало следующее:  

- гранулы аэробного активного ила формируются при наличии структурообразу-

ющих микроорганизмов или точек их иммобилизации;  

- на начальном этапе развития биоценоза аэробного активного ила преобладают 

бактерии; 

- в гранулах и в хлопьях активного ила линий без внесения пероксида водорода 

преобладают бактериальные культуры, в то время как в гранулах, полученных в усло-

виях внесения пероксида водорода, начинают преобладать нитчатые бактерии, акти-

номицеты и грибные культуры (рис. 6.34); остальные компоненты гранул ила варьи-

руются в широком диапазоне – от бактерий до микроводорослей; 

- после длительного воздействия пероксида водорода наблюдается сокращение 

видового разнообразия. В аэробных гранулах присутствуют 2–3 доминирующих близ-

ких по видовой характеристике вида микроорганизмов (рис. 6.34);  

- наличие лишь 2–3 доминирующих видов свидетельствует о наличии базового 

пула микроорганизмов в сформированных линиях ила, относительно устойчивого в 

процессе биологического окисления; 
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- наблюдаются некоторые отличия в микробиологическом многообразии в 

наружних и внутренних слоях гранул ила и между большими и малыми гранулами. 

Однако во всех случаях обнаруживаются актиномицеты, нитчатые бактерии и грибы, 

при этом на первых стадиях гранулообразования доминируют актиномицеты, а на по-

следующих (на 3–5 день с момента начала гранулообразования) – нитчатые бактерии 

и грибы; 

- голодание и оксидативный стресс способствуют выработке экзополисахаридов, 

которые влияют на стабильность и консистенцию гранул [103, 925]. 

Из того факта, что активный ил, адаптированный к пероксиду водорода, форми-

рует более устойчивые и выраженные гранулы и что при этом в гранулах ила начина-

ют доминировать грибы и нитчатые бактерии, можно сделать вывод, что последние в 

данном случае играют ведущую роль в процессе гранулообразования. Они скорее все-

го формируют основу, к которой прикрепляются другие микроорганизмы.  

Изменение видового состава хлопьев и гранул АИ с уменьшением общего видо-

вого разнообразия и увеличением доли грибных культур при пассировании к H2O2 по 

сравнению с контрольными вариантами свидетельствует об устойчивости этого сооб-

щества с минимальным разнообразием при функционировании гранул. 

После продолжительного действия H2O2 на гранулированный аэробный актив-

ный ил в течение 18 пассажей был произведён газонный рассев микроорганизмов на 

агаризованную среду и получен ряд изолятов, которые были первично охарактеризо-

ваны. С каждым изолятом были проведены исследования, касающиеся способности 

образовывать структурные элементы, снижать концентрацию фосфатов и ХПК сточ-

ной воды. Перечисленным выше требованиям отвечали 5 изолятов, которые были 

идентифицированы молекулярно-генетическими методами, как Agrobacterium tumefa-

ciens, Fusarium nivale, Fusarium oxysporum, Penicillium glabrum и Trichosporon cutane-

um.  

Из всех выделенных изолятов лишь Penicillium glabrum при воздействии перок-

сида водорода во время пересевов с твердой на жидкую среду и в течение пересевов 

на жидких средах сохранял способность образовывать структурные элементы в виде 

гранул (рис. 6.35) и являлся гранулообразующим. Изолят Trichosporon cutaneum нега-

тивно влиял на гранулообразование. 

В целом, все выбранные пять изолятов микроорганизмов оказались неэффектив-

ны при очистке сточной воды по отдельности. 

С целью дополнить представления о формировании сообщества и функциониро-

вании гранулы проводилось последовательное введение изолятов в колбах с взаимо-

действием друг с другом, при этом по мере культивирования в отъемно-доливном ре-
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жиме в ряде случаев образовывались стабильные «искусственные» гранулы, отлича-

ющиеся видовой структурой. Появление таких гранул зависело от порядка введения 

компонентов и состава формируемого консорциума.  

 

 

 

Рисунок 6.35 – Penicillium glabrum на второй день при очистке модельной сточ-

ной воды с ХПКнач 400 мг О2/л 

 

Эти результаты еще раз показали, что решающим в формировании гранул являет-

ся не видовой состав микроорганизмов, формирующих гранулу, а морфология грануло-

образующих микроорганизмов, и также процедура и режим формирования гранул. При 

этом оказалось, что порядок заселения микрогранулы и развития сукцессии в такой 

микроэкосистеме также играют определенное значение, т.е. эволюция последней может 

идти по путям различных состояний устойчивости, с различным видовым составом. В 

пределах диапазона устойчивости эта микроэкосистема относительно стабильна и эво-

люционирует при сохранении своего видового состава и биоразнообразия. 

Из апробированных вариантов формирования искусственных гранул наиболее 

эффективно метаболизировала загрязнения гранула с последовательностью добавле-

ния Agrobacterium tumefaciens + Fusarium oxysporum + Penicillium glabrum + Fusarium 

nivale. Искусственные гранулы, сформированные из 4-х основных штаммов, были ис-

следованы на устойчивость к H2O2. Результаты показали, что такой консорциум со-

храняет видовое соотношение и выдерживает в 3–4 раза большую концентрацию H2O2 

по сравнению с отдельными изолятами, что свидетельствует об устойчивости сфор-

мированного искусственного биоценоза. Однако качество очистки полученными ва-

риантами гранул было неудовлетворительное, очевидно, из-за того, что в данных гра-

нулах отсутствовали бактериальные культуры, присущие ГААИ, полученному из ис-

ходного биоценоза АИ. Таким образом, наличие лишь структурообразующих элемен-



 

 

477 

тов гранул недостаточно для обеспечения высокого качества очистки. Дальнейшее ве-

дение лучших и наиболее устойчивых вариантов гранул при взаимодействии с исход-

ным илом приводило к заселению их бактериями ила и повышению качества очистки 

на фоне адаптации к пероксиду водорода до уровня очистки модельного стока ГААИ, 

стабилизированным H2O2. В свою очередь, подсев искусственных гранул к сообще-

ству АИ, отобранного из городских очистных сооружений, приводил к намного более 

быстрому образованию новых гранул, а очистка модельного стока была наиболее эф-

фективной в вариантах со стабилизированным пероксидом водорода ГААИ. 

Таким образом, исследования процессов гранулообразования аэробного ила под-

твердили возможность значительного улучшения показателей очистки путем сов-

местного воздействия на активный ил оптимальных доз стресс- и антистресс-

факторов, а именно низких доз пероксида водорода и видимого света, а также анолита 

электрохимической активации, т.е. использования подхода, названного нами «контро-

лируемый оксидативный стресс». Для получения положительного эффекта H2O2 сле-

дует вносить в количествах от 25 до 300 мг/л в условиях окисления компонентов сре-

ды в периодическом режиме и ее освещения видимым светом с энергетической осве-

щенностью от 40 до не более 100 мВт/л. Такое совместное воздействие также способ-

ствует улучшению седиментационных свойств активного ила, обусловленных боль-

шим проявлением гранулообразующих свойств, проявляется во всех режимах очист-

ки: для различных стоков, при различных способах очистки, нагрузках, содержании 

загрязнений (ХПК, биогенных элементов) в исходной воде, температурах, режимах 

внесения H2O2. Образующиеся стабильные гранулы устойчивые к смене условий 

культивирования (анаэробно-аэробные, голодание), более глубоко очищают сточную 

воду (по ХПК, фосфатам) со снижением ХПК вплоть до недетектируемых величин. 

Повышенная механическая прочность гранул аэробного активного ила, пассиро-

ванного к действию стрессора, возможность регулирования размеров гранул при вне-

сении различных доз стрессора, улучшение показателей очистки служат основой для 

разработки нового подхода к поддержанию устойчивости и работоспособности грану-

лированного аэробного активного ила. С технологической точки зрения, использова-

ние малых доз H2O2 (25–30 мг/л) на фоне освещения среды низко интенсивным види-

мым светом экономически обосновано, легко реализуется и масштабируется при 

очистке промышленных и хозяйственно-бытовых стоков. Без освещения среды ско-

рость окисления загрязнений существенно не повышается, а требуемые нормативные 

показатели очистки не достигаются. 
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6.4. Биологическая очистка в мембранном биореакторе с оксидативным 

воздействием 

 

Показанная повышенная способность активного ила к формированию агрегатов 

и более эффективного удаления загрязнений в условиях контролируемого оксидатив-

ного стресса может быть использована как в наиболее распространенных системах 

биологической очистки, в частности, в системе аэротенк – вторичный отстойник, так 

и в появившихся сравнительно недавно. В частности, такой новой системой является 

мембранный биореактор (МБР), основной проблемой которого при эксплуатации яв-

ляется забивка мембран активным илом и резкое снижение их проницаемости. 

Нами было предложено апробировать подход на основе контролируемого окси-

дативного воздействия для использования в МБР. В таком реакторе рабочая плотность 

популяции активного ила высокая и можно ожидать существенного эффекта от сов-

местного действия стрессорных и антистрессорных факторов.  

Исходя из установленных закономерностей, положительный эффект использова-

ния оксидативного воздействия в МБР может быть связан, во-первых, с повышением 

качества и скорости очистки сточных вод, и, во-вторых, управлением агрегатным со-

стоянием активного ила для нивелирования проблемы кольматации мембран и под-

держания стабильности работы МБР. Второе предположение основано на том, что 

проблема кольматации обусловлена не столько структурой и типом мембран или кон-

структивными особенностями, сколько агрегатным состоянием и морфологией актив-

ного ила. Как было показано в исследованиях с грануляцией ила, оксидативное воз-

действие способствует его флокуляции и гранулообразованию, укрупняет размеры ча-

стиц, что должно положительно сказываться на фильтрационных свойствах адсорби-

руемого на мембранах слоя ила и рабочей проницаемости мембран. 

Для апробации предложенного подхода нами была создана лабораторная уста-

новка с МБР (см. рис. 4.3, глава 4) со стеклянной обечайкой, что обеспечивало осве-

щение содержимого биореактора фоновым светом лаборатории. Работы велись в со-

трудничестве с НПФ ТЭКО, г. Москва. 

При проведении тестовых испытаний первоначально в мембранный биореактор 

загрузили модельный сток на основе разбавленного пива «Балтика 0» с ХПК стока 

около 2000 мг/л. Также в реактор загрузили активный ил из лабораторного биореакто-

ра, работающего в проточном режиме очистки этого же модельного стока. Концен-

трация активного ила в МБР составила 2,5 г/л. Однако сразу же после старта экспери-

мента, первоначально с очисткой стока в циклическом отъемно-доливном режиме с 

аэрацией и без отвода избыточного ила, выяснилось, что использованный активный 
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ил быстро забивает поры мембран, и их проницаемость падает до величины, близкой к 

0. Причиной полного падения проницаемости мембран была слизь, образуемая загру-

женным в реактор активным илом и полностью забивающая поры мембран. Эта слизь 

накапливается и в проточном биореакторе, из которого первоначально был отобран 

активный ил. Промывка мембран обратным током воды не восстановила проницае-

мость мембран.  

В аналогичном повторном тестовом эксперименте в реактор загрузили сточную 

воду, но уже не модельный сток пивоварения, а модельный хозяйственно-бытовой 

сток с исходным ХПК 1000 мг/л. Одновременно в реактор загрузили активный ил, 

предварительно наработанный на данном модельном хозяйственно-бытовом стоке в 

емкости с аэрацией. После повторной загрузки активного ила, полученного на мо-

дельном хозяйственно-бытовом стоке, в мембранный реактор проницаемость мембран 

стала вполне приемлемой, поддерживалась на относительно стабильном уровне, до-

статочном для рабочего режима мембранного биореактора. Ил через 15 циклов очист-

ки образовывал укрупненные хлопья, что, видимо, и обусловило стабильность харак-

теристик мембран. 

Таким образом, результаты предварительных испытаний подтвердили предпо-

ложение, что ключевым лимитирующим фактором в процессе очистки в МБР являют-

ся не режимы аэрации, фильтрации и промывки мембран, а характер стока, качество 

активного ила, его морфологическое состояние, что обусловливает актуальность раз-

работки приемов управления свойствами активного ила в МБР.  

На следующем этапе эксперименты в МБР проводили с внесением H2O2 при объ-

еме среды 4–6 л, температуре 17–25˚С, освещенности 150–220 Лк на внешней поверх-

ности стеклянной обечайки биореактора (или около 40 мВт/л среды биореактора). 

Первоначально процесс вели в циклическом отъемно-доливном режиме. H2O2 (в виде 

пергидроля – 33,3%) добавляли однократно по прошествии определенного количества 

часов (в зависимости от времени цикла) после запуска биореактора с биоокислением 

модельного стока. В данном случае в МБР был помещен стабилизированный действи-

ем пероксида водорода ГААИ с концентрацией 2,5 г/л, аналогично тому, как это было 

апробировано в работе Li et al. [1938]. 

В последующем режим очистки перевели на проточный с постепенным увеличе-

нием протока (D) с 0,001 ч
-1

 до 0,1ч
-1

 и ХПКвх с 400 до 1200 мг О2/л. Малые дозы пе-

роксида водорода подавались периодически обратным током через мембранный мо-

дуль под небольшим давлением каждые 72 часа. О поступлении H2O2 в зону реакции 

судили по датчику pO2 – происходил резкий скачок концентрации растворенного кис-

лорода. В ходе эксперимента показания pO2 отслеживались программно, при сниже-
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нии концентрации растворенного кислорода открывался регулировочный клапан на 

линии подачи воздуха. Концентрация pO2 поддерживалась первоначально на уровне 

не менее 50% от насыщения, однако по мере возрастания концентрации активного ила 

и окислительной мощности МБР его массообменных способностей уже не хватало, и 

наступал глубокий лимит по кислороду. В процессе эксплуатации отслеживали зави-

симость ХПКвых=f(D, ХПКвх). Как видно из результатов, представленных на рис. 6.36 

в отношении показателей очистки (ХПКвых), реактор был довольно устойчив в интер-

вале протока от 0,001 ч
-1

 до 0,1 ч
-1

 и ХПКвх от 400 мг О2/л до 1200 мг О2/л. В устано-

вившемся состоянии ХПКвых менялся в диапазоне от 3 мг О2/л до 15 мг О2/л, что соот-

ветствовало степени очистки от 96% до 98%. Концентрация биомассы постепенно 

увеличивалась и к концу эксперимента достигла 17 г/л (рис. 6.37). Окислительная 

мощность достигла 115–120 мг/л.ч (рис. 6.38). Дальнейший рост окислительной мощ-

ности ограничивался поступлением растворенного кислорода в сточную воду, о чем 

свидетельствовали показания датчика pO2, близкие к нулю. Последующее увеличение 

окислительной мощности оказалось невозможным из-за массообменных ограничений, 

обусловленных конструктивными особенностями МБР. Проницаемость мембран в те-

чение всего периода функционирования (около 180 сут) поддерживалась на достаточ-

но высоком уровне (рис. 6.39) при отсутствии роста трансмембранного давления, что 

свидетельствует об успешно выбранной стратегии внесения пероксида водорода для 

управления сообществом АИ. 

Таким образом, в условиях оксидативного воздействия МБР работал стабильно. 

Ил быстро адаптировался к внесению H2O2 и увеличению нагрузки, о чем свидетель-

ствовал быстрый выход реактора на достаточный уровень очистки стока. Однако гра-

нулообразования ила не наблюдалось. Напротив, извне внесенные в МБР гранулы АИ в 

течение нескольких суток разрушались, даже в условиях оксидативного воздействия. 

Вместо них образовывались компактные агломераты с большой скоростью оседания, 

что было вполне достаточно для поддержания стабильного функционирования МБР. 

По результатам проведенных исследований можно сделать вывод, что одним из 

вариантов улучшения морфологических и седиментационных свойств активного ила 

и, как следствие, снижения забиваемости илом полупроницаемых мембран, более эф-

фективного использования мембранных биореакторов, может быть управляемое куль-

тивирование ила, при котором активный ил необходимо периодически подвергать 

воздействию оптимальными дозами пероксида водорода на фоне освещения содержи-

мого биореактора видимым светом при относительно небольшой освещенности. 
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Рисунок 6.36 – Изменение ХПКвых. в ходе эксплуатации МБР с внесенным ГААИ. 

 

Рисунок 6.37 – Изменение концентрации биомассы в ходе эксплуатации МБР с 

внесенным ГААИ. 
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Рисунок 6.38 – Изменение окислительной мощности в ходе эксплуатации МБР с 

внесенным ГААИ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 6.39 – Изменение проницаемости мембран и разности межмембранного 

давления в ходе эксплуатации МБР с внесенным ГААИ. 
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Мембранный биореактор, работающий в условиях контролируемого оксидативного 

воздействия с внесением H2O2, нами было предложено назвать «Искусственная перокси-

сома». Систему очистки, одновременно сочетающую мембранные и биологические ме-

тоды в едином объеме и в условиях комплексного воздействия оптимальных доз стресс- 

и антистресс-факторов можно уподобить пероксисомам эукариотических клеток.  

Стресс-факторами в таком методе могут выступать активные формы кислорода 

(пероксид водорода в концентрации 20–2000 мг/л, анолит электрохимического разло-

жения раствора NaHCO3, мягкий ультрафиолет УФА или УФБ диапазона и др.). В ка-

честве антистресс-фактора используется видимый свет, освещающий рабочую зону 

биореактора (с интенсивностью 10–100 Вт/м
3
 водной среды в пересчете на энергию 

видимого света с длиной волны 555 нм). Оксидативное воздействие позволит умень-

шить содержание остаточных субстратов и внеклеточных продуктов метаболизма в 

очищаемой среде, повысить биодоступность загрязнений, устойчивость микроорга-

низмов к загрязнениям, обеспечить высокую жизнеспособность клеток микроорга-

низмов, их физиологическую активность и ее стабильность в условиях недостатка пи-

тания, поддерживать на высоком уровне способность микроорганизмов окислять раз-

личные загрязнения (фенолы, углеводы, жиры и др.) в режиме высокоплотностной 

культуры при поддержании относительно высокой проницаемости мембран и увели-

чении производительности мембранного биореактора.  

 

6.5. Исследование роста микроводорослей и цианобактерий применительно  

к условиям биологической очистки с контролируемым оксидативным  

воздействием 

 

Как было отмечено при анализе экспериментов с очисткой модельного стока пи-

воварения, для повышения качества биологической очистки сточных вод (по показа-

телю ХПК на выходе) в условиях оксидативного воздействия важно контролировать 

водорослевую и цианобактериальную составляющие в альгобактериальном активном 

иле. Условия с освещением среды естественным или искусственным видимым светом 

могут стимулировать рост фототрофов, что нивелирует позитивный эффект. Прове-

денные нами эксперименты показали, что оксигенные микроводоросли, включенные в 

хлопья активного ила и биопленку, увеличивают концентрацию органического веще-

ства в очищаемой сточной воде с 30–50 мг/л (по ХПК) до 100–120 мг/л, поэтому для 

снижения численности фототрофов важно ограничивать освещенность очищаемой сре-
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ды уровнями, достаточными для протекания фоточувствительных процессов, таких как 

фоторепарация, но недостаточными для интенсивного протекания фотосинтеза.  

В этой связи были проведены дополнительные исследования с оценкой влияния 

оксидативного воздействия на альгобактериальные и цианобактериальные консорци-

умы микроорганизмов и возможных методов контроля их численности для предот-

вращения загрязнения очищаемой воды метаболитами фототрофов.  

Основным объектом исследования являлся альгобактериальный ил, взятый из 

выше описанного лабораторного биореактора, работающего в режиме очистки мо-

дельного стока пивоварения.  

После 3-х пересевов и 59 суток роста из микроценоза лабораторного биореактора 

были получены накопительные культуры микроводорослей на среде Тамия. При этом 

при последовательных пассажах по данным микроскопии наблюдалось снижение ви-

дового разнообразия с 7–8 видов в начале пассирования до 3 видов – в конце пассиро-

вания. В итоге, после пассирования были получены сообщества микроводорослей с 

примесью бактерий в количестве 1–2 в поле зрения микроскопа. 

Анализ видовой структуры микроводорослей показал, что они, в основном, были 

представлены зелеными водорослями рр. Scenedesmus и Chlorella. Цианобактерии – в 

основном, рр. Gleocapsa, Microcystis и Anabaena. Нитчатые водоросли также присут-

ствовали, но вспухания ила при этом не наблюдалось. 

Выделенные накопительные культуры микроводорослей были использованы на 

дальнейших этапах работы – при изучении их отклика на оксидативный стресс, вы-

званный добавлением пероксида водорода.  

Одновременно с лабораторным альгобактериальным консорциумом в сопостави-

тельных целях использовали образцы цианобактериальных и альгобактериальных 

консорциумов, взятых из природных источников, а также три штамма бактерий-

псевдомонад (см. раздел 3.2.7). Интересно было оценить возможность целенаправлен-

ного воздействия на межпопуляционные взаимоотношения в альгобактериальных и 

цианобактериальных сообществах при использовании контролируемого оксидативно-

го стресса, в данном случае для борьбы с водорослевым зарастанием в биореакторах 

для очистки сточных вод. 

Изоляты микроводорослей, выделенных на среде Тамия из лабораторного кон-

сорциума, были преадаптированы к внесению H2O2 путем последовательных пасса-

жей, аналогично тому, как это выполнялось с гетеротрофными микроорганизмами. 

Преадаптация проводились в колбах Эрленмейера (V=250 мл) с рабочим объемом 

среды 40 мл на качалке при аэрации с сульфитным числом 0,19 г О2/л*ч (измерено 

при 28 
o
С), при комнатной температуре (20–22 

о
С). Использовалась среда Тамия для 
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микроводорослей. Объем посевного материала во всех случаях составлял около 2%. 

Суммарное время роста в каждом пассаже – около 15 сут.  

На начальной стадии адаптации вносили 10 мг/л H2O2. В предварительных экс-

приментах было определено, что внесение пероксида водорода наиболее целесооб-

разно на шестые сутки роста популяции микроводорослей, когда достигается суще-

ственная плотность клеток (0,1–0,3 усл. ед.,  = 540 нм, l = 3 мм), они активно раз-

множаются, внесение H2O2 не замедляет рост микроводорослей, а напротив, даже 

несколько стимулирует. 

Всего в этих экспериментах путем последовательных пересевов поддержива-

лись 3 линии водорослей, со следующими условиями: 

Линия 1: Водоросли выращивались при освещенности 1000 Лк, всего использо-

валось 10 колб, H2O2 вносился в дозах 0, 30, 90, 150, 210 мг/л в двух повторностях. 

Линия 2: Водоросли выращивались при освещенности 1400 Лк, всего использо-

валось 8 колб, H2O2 вносился в дозах 0, 10, 30, 60 мг/л в двух повторностях. 

Линия 3: Водоросли выращивались при затемнении колб алюминиевой фоль-

гой, всего использовалось 6 колб, H2O2 вносился в концентрации 0, 10 и 30 мг/л в 

двух повторностях. 

Эксперименты показали, что для микроводорослей линии 1 для первых двух 

пассажей при концентрациях вносимого H2O2 30–90 мг/л наблюдается стимулирова-

ние роста, при более высоких концентрациях – рост микроводорослей тормозится. 

Затем по мере пассирования ингибирующий эффект пероксида усиливается, при 

этом водоросли не адаптируются к H2O2, и степень ингибирования возрастает с пе-

ресевами. После прекращения внесения H2O2 рост всех линий быстро дерепрессиру-

ется и приближается к росту контрольной линии. 

В экспериментах с линией 2 при концентрации H2O2 10 мг/л наблюдалось не-

большое стимулирующее действие пероксида водорода. Это стимулирующее дей-

ствие более явно проявлялось по ходу преадаптации и стабильно воспроизводилось 

от пассажа к пассажу. Рост линии, непреадаптированной к пероксиду, угнетался при 

внесении H2O2. Рост микроводорослей не зависел существенно от их численности в 

момент внесения H2O2. 

В процессе адаптации к пероксиду водорода число доминирующих видов мик-

роводорослей, определенное по результатам микроскопирования, снизилось с трех – 

для неадаптированной накопительной культуры до двух – для адаптированной в 

конце пассивирования. 
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Отсутствие освещенности при ведении линии 3 на протяжении трех пассажей 

не привело к полному ингибированию роста микроводорослей, и через 10–14 сут. 

при естественной освещенности рост клеток и синтез хлорофилла возобновились.  

Таким образом, в диапазоне концентраций пероксида водорода 10–90 мг/л воз-

можно небольшое стимулирования роста микроводорослей (не более 5–10% к кон-

трольному варианту без внесения H2O2). При этом для проявления стимулирующего 

эффекта важно, чтобы популяция микроводорослей была преадаптирована к перокси-

ду водорода, устойчивость которых к H2O2 повышается по мере увеличения числа 

пассажей. При концентрациях свыше 90 мг/л пероксид водорода угнетает развитие 

микроводорослей, при этом со временем эффект угнетения увеличивается. Стимули-

рование роста коррелирует с увеличением накопления хлорофилла и не сопровожда-

ется существенным изменением каталазной активности. В условиях отсутствия осве-

щения среды, при гетеротрофном росте микроводорослей, низкие дозы H2O2 также 

могут стимулировать рост популяции, преадаптированной к пероксиду. Репрессиру-

ющее или стимулирующее действие пероксида водорода нивелируется уже после пер-

вого пассажа популяции с момента прекращения внесения H2O2. 

Эксперименты с примешиванием выделенной накопительной культуры микро-

водорослей, неадаптированных к пероксиду водорода, к активному илу, взятому из 

биореактора, с последующей очисткой модельного стока (пиво «Балтика 0» с допол-

нительно внесенным расчетным количеством азота в виде диаммонийсульфата) по-

лученным смешанным илом показали, что добавление микроводорослей к активному 

илу приводит к ускорению очистки, причем очистка более полная в условиях затем-

нения среды. Это свидетельствует о том, что, во-первых, выделенные микроводо-

росли обладают достаточно высокой способностью к гетеротрофному дыханию как в 

темноте, так и на свету, и, во-вторых, способны накапливать внеклеточные метабо-

литы на свету.  

При очистке смешанным илом одновременно наблюдалось поглощение фосфа-

тов на свету и их выделение в темноте. 

Удельная дегидрогеназная активность ила в рассматриваемых экспериментах 

при очистке на свету падала с увеличением доли микроводорослей, добавленных к 

активному илу и времени очистки. В темноте увеличение доли микроводорослей ме-

нее существенно сказывалось на удельной дегидрогеназной активности ила. 

В пользу двойственной роли выделенных микроводорослей, обладающих спо-

собностью к гетеротрофному дыханию как в темноте, так и на свету, и при этом 

ускоряющих, с одной стороны, процессы окисления, а с другой, снижающих каче-

ство очистки на конечном этапе, свидетельствуют и результаты дополнительного 
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эксперимента при проведении очистки с чистой выделенной накопительной культу-

рой микроводорослей, которые показали, что как адаптированная, так и неадаптиро-

ванная накопительные культуры окисляют загрязнения при росте в темноте и на све-

ту, а также образуют внеклеточные органические вещества на свету.  

Альгицидная активность бактериальных компонентов и ее изменение при окси-

дативном воздействии оценивалась в исследованиях с образцами сообществ водо-

рослей и цианобактерий, отобранных в районе дельты Волги (г. Астрахань) и из эв-

трофицированного озера Диян Чи на юге Китая (г. Куньмин, провинция Юньнань). 

Наряду с этим для сравнительной оценки использовались бактериальные ризосферные 

штаммы р. Pseudomonas, обладающие альгицидной активностью и предоставленные 

Институтом молекулярной генетики РАН.  

Образцы, отобранные в районе дельты Волги (г. Астрахань), представляли собой 

цианобактериальные маты с богатой микрофлорой. В них присутствовали и другие 

фототрофные организмы, а также большое количество бактерий. Однако попытки вы-

деления отдельных цианобактериальных штаммов из исследуемых консорциумов не 

увенчались успехом. В то же время при высеве на бактериальной среде LA были по-

лучены грибной и бактериальные изоляты. Среди последних путем многократных пе-

ресевов, повлекших за собой обеднение видового состава сообщества, выделили три 

доминирующих после пассирования бактериальных грам-положительных штамма: 

желтый, кремовый и белый. Белый штамм был способен к росту как на богатой орга-

никой бактериальной, так и на минеральной и безазотной среде (среде Кратца-

Мейерса без добавления нитратов), а также к вторичному росту на цианобактериаль-

ном газоне. Эти штаммы были использованы на дальнейшем этапе работ, на котором 

проверялась их биологическая активность по отношению к цианобактериям. 

В отобранных пробах из оз. Диян Чи по данным микроскопического анализа до-

минировали микроводоросли. Из этих образцов был получены накопительные культу-

ры, в которых присутствовали сопутствующие виды бактерий, использующие, оче-

видно, экзометаболиты микроводорослей в качестве компонентов питания. 

Выделенные из астраханских и китайских биоценозов изоляты – штаммы бакте-

рий были адаптированы к внесению в культуральную жидкость пероксида водорода 

по процедуре, аналогичной описанной ранее для других объектов исследования. Це-

лью такой преадаптации была оценка изменений в показателях физиологической ак-

тивности бактерий и их возможной альгицидной активности.  

Количество циклов внесений H2O2 и пересевов на свежую питательную среду 

для штаммов, выделенных их астраханского консорциума, составило 20; для штам-

мов, предоставленных ИМГ РАН, – 10.  
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Как адаптированные, так и неадаптированные линии были протестированы на 

альгицидную активность по отношению к фототрофной составляющей образцов и 

альгобактериальных, и цианобактериальных консорциумов.  

Опыты проводились со всеми исследуемыми бактериальными штаммами, адап-

тированными и неадаптированными к оксидативному стрессу, с внесением бактерий в 

разных концентрациях, в микроаэрофильных условиях: в пробирках малого диаметра, 

при отсутствии перемешивания. В этом случае аэрация происходила за счет свобод-

ной диффузии атмосферного кислорода через поверхность жидкой питательной сре-

ды. Пробирки оставлялись в лабораторном помещении при температуре окружающего 

воздуха, смешанном освещении днем и искусственном ночью. Такие условия можно 

считать приближенными к условиям существования цианобактериальных консорциу-

мов и бактерий-антагонистов в малых закрытых водоемах (при отсутствии интенсив-

ного движения воды). 

При постановке эксперимента в пробирки заливали 9 мл стерильной питательной 

среды для микроводорослей или цианобактерий (типично среда BG-11), вносили 1 мл 

суспензии клеток соответствующих изолятов фототрофов, и выдерживали при ком-

натной температуре в течение примерно 2,5 недель. Затем в пробирки с выросшими 

микроводорослями или цианобактериями вносили по 0,5 мл культуральной жидкости 

предполагаемых бактерий антагонистов и вновь выдерживали 24 часа. 

Критерием, по которому оценивалось проявление альгицидной активности, было 

содержание остаточного хлорофилла а в пробах после длительного (1,5–2 недели) 

непосредственного контакта фототрофных организмов с исследуемыми бактериаль-

ными штаммами.  

По ходу опыта можно было визуально наблюдать следующие изменения, про-

исходившие с цианобактериями и микроводорослями: в большинстве пробирок их 

цвет сменился с зеленого на светло-бурый или желтовато-белый, что свидетельство-

вало об изменении концентрации хлорофилла в пробах. В контрольных пробах, в ко-

торые бактерии не добавлялись, видимых изменений не наблюдалось.  

Результаты опытов показали, что все выделенные бактерии вызывали лизис как 

цианобактериальных консорциумов, отобранных в районе дельты Волги, так и аль-

гобактериальных ценозов, отобранных из озера Диян Чи, где доминирует водоросле-

вая составляющая (рис. 6.40). Штаммы, выделенные из консорциума р. Волга, обла-

дали большей альгицидной активностью по отношению к данному консорциуму и 

проявляли меньшую альгицидную активность по отношению к консорциуму из оз. 

Диян Чи.  
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Содержание остаточного хлорофилла, опыт 2
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Рисунок 6.40 – Альгицидная активность некоторых штаммов, выделенных из ци-

анобактериальных матов.  

Э – внесение бактерий, находящихся в экспоненциальной фазе роста; С – внесе-

ние бактерий, находящихся в стационарной фазе роста. 

 

По отношению к консорциумам, отобранным из оз. Диян Чи, наибольшей аль-

гицидной активностью обладал штамм «кремовый», однако его эффективность 

сильно зависила от количества бактериальных клеток. При больших концентрациях 

и адаптированные к H2O2, и неадаптированные бактерии проявляли высокую альги-

цидную активность, а при низких – у адаптированных бактерий альгицидная актив-

ность снижалась, неадаптированные же бактерии усиливали рост цианобактерий по 

сравнению с контрольной пробой. 

При длительном непосредственном контакте бактериальной биомассы с авто-

трофной составляющей исходного консорциума наиболее активные штаммы снижа-

ли содержание хлорофилла более чем на 60% (рис. 6.40).  

Бактерии демонстрировали альгицидную активность при внесении полученной 

бактериальной суспензии в интервале от 5 до 17% от общего объема суспензии с фо-

тотрофами. В большинстве случаев уменьшение количества внесенных бактериаль-

ных клеток ниже 5%об. приводило к снижению альгицидной активности. Очевидно, 

должна быть минимальная пороговая численность бактерий, при которой начинается 

гибель фототрофов. Это также вытекает из того факта, что в оригинальных альгоци-

анобактериальных консорциумах выделенные бактерии присутствуют в определен-

ной минимальной численности как компоненты матов. Эксперименты показали, что 

внесение бактериальной суспензии в количестве 0,5%об. оказывает действие, обратное 
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ожидаемому: способствуют увеличению количества фототрофных организмов, т.е. дозы 

ниже пороговых могут не только не вызывать альгицидное действие, но и приводить к 

увеличению численности цианобактерий и/или микроводорослей. 

В большинстве случаев бактерии, находящиеся ко времени начала эксперимен-

та в экспоненциальной фазе развития, демонстрировали немного более высокую аль-

гицидную активность, чем находящиеся в стационарной фазе (рис. 6.40). Фототрофы 

в равновесной, стационарной фазе развития оказались более устойчивы к альгицид-

ному воздействию бактерий, чем фототрофы в экспоненциальной фазе (рис. 6.41). 

Это подтверждает то, что выбранные бактериальные штаммы являются антагони-

стами по отношению к цианобактериям и микроводорослям, а не сапрофитами, осу-

ществляющими разложение мертвого биоматериала автотрофов. 

По сравнению со штаммами р. Pseudomonas, предоставленными Институтом 

молекулярной генетики РАН, выделенные штаммы обладали более ярко выраженной 

альгицидной активностью. 

 

Количество остаточного хлорофилла в пробах: водоросли в экспоненциальной 

и стационарной фазах
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Рисунок 6.41 – Влияние фазы развития автотрофов на альгицидную ак-

тивность бактерий. 

Э – внесение бактерий в момент экспоненциальной фазы роста фототрофов; С – 

внесение бактерий в момент стационарной фазы роста автотрофов.  
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Рисунок 6.42 – Альгицидная активность выделенных и тестированных штаммов 

(по результатам экспериментов с определением уровня хлорофилла в клетках циа-

нобактерий и микроводорослей) 

1 – адаптированный штамм, концентрация внесенных клеток бактерий 0,28 г/л 

2 – адаптированный штамм, концентрация внесенных клеток бактерий 0,07 г/л 

3 – неадаптированный штамм, концентрация внесенных клеток бактерий 0,28 г/л 

4 – неадаптированный штамм, концентрация внесенных клеток бактерий 0,07 г/л 

Красным цветом обведены пробы, в которых наблюдается наилучшая альгицидная 

активность. РР и PC – ризосферные штаммы псевдомонад, предоставленные ИМГ РАН. 
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Интересно было выяснить, будет ли альгицидная активность выделенных 

штаммов в той же степени проявляться по отношению к фототрофной составляющей 

аллохтонного консорциума. В качестве такового был выбран изолят фототрофных 

организмов, развившихся на освещаемых поверхностях лабораторного ферментера, 

моделирующего аэробную очистку сточных вод пивоваренного производства, с ко-

торым были проведены эксперименты, описанные в разделе 6.1.3. Проверка показа-

ла, что альгицидная активность выделенных штаммов по отношению к аллохтонным 

автотрофам оказалась ниже, чем по отношению к автотрофам исходного консорциу-

ма, и требовалось больше времени для ее проявления. 

При прочих равных условиях преадаптация штамма к H2O2 резко повышала его 

альгицидную активность (рис. 6.42). По отношению к цианобактериальным консор-

циумам из р. Волги выделенный из них бактериальный штамм «желтый», адаптиро-

ванный к оксидативному стрессу, показал наибольшую альгицидную активность. По 

отношению к альгобактериальным консорциумам из оз. Диян Чи наибольшей актив-

ностью обладал штамм «кремовый». И при высоких, и при низких концентрациях 

этих бактерий наблюдалось практически полное отсутствие хлорофилла в анализи-

руемых пробах (рис. 6.42). Наиболее активные штаммы, адаптированные к оксида-

тивному стрессу, снижали содержание остаточного хлорофилла а в образце из р. 

Волга в 500 раз, а в образце из оз. Диян Чи – в 30 раз. Таким образом, преадаптация 

штаммов-антагонистов к оксидативному стрессу существенно повышает их альги-

цидную активность. 

После того, как была показана альгицидная активность исследуемых бактери-

альных штаммов и ее возрастание при адаптации к оксидативному стрессу, возник во-

прос: по какому из механизмов бактериального лизиса цианобакте-

рий/микроводорослей происходит взаимодействие между исследуемыми альгоциа-

нобактериальными консорциумами и бактериальными штаммами.  

Известны три механизма, по которым бактерии осуществляют лизис цианобакте-

рий: продуцирование внеклеточных лизирующих веществ, контактный лизис – присо-

единение бактерий к цианобактериям и захватный лизис – захват цианобактерий бак-

териальными клетками [1928]. Так, было показано, что один из бактериальных штам-

мов, выделенный из озера Диян Чи, относится к представителям р. Pseudomonas. Он 

продуцирует лизирующее вещество, наиболее эффективно разрушающее клетки Mi-

crocystis viridis, Selenastrum capricornutum и др. при низких температурах и отсутствии 

освещения [1960]. Кроме того, было показано, что бактерии вида Pseudomonas mendo-

cina продуцируют вещества, вызывающие сильный оксидативный стресс у исследо-
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ванных цианобактерий вида Aphanizomenon flosaquae, при этом псевдомонады обла-

дают высокой активностью ферментов, ответственных за разложение активных форм 

кислорода [1910]. Оксидативный стресс для цианобактериальных клеток способны 

вызывать также бактерии рода Achromobacter; фильтрат культуральной жидкости по-

сле автоклавирования и обработки протеиназой сохраняет альгицидную активность, 

т.е. лизирующие внеклеточные метаболиты термостабильны и имеют небелковую 

природу. 

Для определения типа механизма альгицидного действия выбранных бактери-

альных штаммов были проведены эксперименты, в которых в непосредственный кон-

такт с фототрофными организмами была приведена культуральная жидкость бакте-

рий, не содержащая самих клеток бактерий (КЖ была центрифугирована при 7000 

об/мин в течение 30 мин). Ранее все опыты, в которых была доказана альгицидная ак-

тивность штаммов, проводились в присутствии бактериальных клеток. Также были 

проведены опыты по диализному культивированию цианобактерий. 

При проведении экспериментов с диализным культивированием цианобактерий в 

качалочные колбы было внесено по 50–70 мл цианобактериальной суспензии (среда 

Кратца-Мейерса + измельченные образцы альгоцианобактериальных матов, как из р. 

Волги, так и из оз. Диян Чи). В целлофановые диализные мешки было внесено одина-

ковое количество стерильно отцентрифугированной биомассы исследуемых бактери-

альных культур (количество биомассы соответствует концентрации 0,28 г/л). Диализ-

ные мешки помещены в колбы с цианоальгобактериальной суспензией и выдержаны в 

течение полутора-двух недель при комнатной температуре и освещении лампами 

дневного света. В течение времени проведения опыта, как и для предыдущего опыта с 

определением типа взаимодействия бактерий с цианобактериями, можно было наблю-

дать постепенное изменение цвета проб с зеленого на светло-бурый, что свидетель-

ствовало о проявлении альгицидной активности выделенных штаммов. 

По окончании опыта было определено содержания хлорофилла в пробах (рис. 

6.43), а также проведено микроскопирование суспензий в диализном мешке и вне его. 

Результаты микроскопирования показали значительное присутствие исследуе-

мых бактерий в диализном мешке и незначительное – вне его. Наличие бактерий вне 

мешка лишь в минорном, фоновом количестве, в котором они могут присутствовать в 

исходных цианобактериальных матах, в то время как основная масса бактерий нахо-

дится внутри диализного мешка, свидетельствует не в пользу их антагонистического 

действия за счет прямого контакта. Поскольку цианобактериальная суспензия и био-

масса бактерий были разделены полупроницаемой мембраной, препятствующей непо-

средственному контактированию, но не препятствующей выходу бактериальных ме-
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таболитов, то скорее всего альгицидное действие обусловлено низкомолекулярными 

бактериальными метаболитами. Об этом же свидетельствуют результаты эксперимен-

тов с удалением бактериальных клеток центрифугированием, когда наблюдается 

столь же высокая альгицидная активность, как и в не центрифугированных пробах. 

Возможно, что какие-то бактериальные метаболиты, выходя из диализного мешка, 

могут инициировать развитие соответствующих бактерий-антагонистов, неизбежно 

присутствующих в цианобактериальном консорциуме (например, через механизм 

quorum sensing). 

 

 

Рисунок 6.43 – Содержание хлорофилла после диализного культивирования циа-

нобактерий и адаптированных к оксидативному стрессу бактериальных штаммов. 

Ж – штамм «желтый», К – штамм «кремовый», Б – штамм «белый», PP и PC - 

штаммы псевдомонад. 
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Таким образом, результаты диализного культивирования свидетельствуют, что 

альгицидное действие выделенных бактерий обусловлено в первую очередь образуе-

мыми ими низкомолекулярными экзометаболитами. 

Эксперименты с биологической очисткой модельных стоков в условиях добав-

ления пероксида водорода, освещения очищаемой среды низкоинтенсивным види-

мым светом, когда возможно появление и неблагоприятное воздействие на биологи-

ческую очистку фототрофов, показали, что в этих условиях основным способом 

борьбы с избыточным ростом микроводорослей может быть поддержание освещения 

обрабатываемой среды на уровне, достаточном лишь для протекания фоторепарации 

у микроорганизмов активного ила, но недостаточном для интенсивного роста мик-

роводорослей. С учетом быстрой скорости генерации бактериальных клеток актив-

ного ила, низкой скорости генерации и быстрой скорости деадаптации фототрофов, 

элиминированию последних может также способствовать дробный режим внесения 

H2O2 с интервалами 2–4 сут. Усиление альгицидной активности бактериальных ком-

понентов при оксидативном воздействии также может способствовать элиминирова-

нию фототрофной составляющей из состава активного ила очистного сооружения и 

повышению качества очистки сточной воды. 

 

6.6. О возможных причинах позитивных изменений при оптимальных  

воздействиях пероксида водорода и других АФК 

 

Улучшение показателей биосинтеза и биологической очистки, наблюдаемое 

нами при оптимальных условиях воздействия АФК, и подтвержденный приоритет 

разрабатываемого подхода в определенной степени противоречат сложившемуся и 

господствующему мнению о негативной роли оксидативного стресса по отношению к 

живым организмам. В этой связи возникает вопрос о причинах наблюдаемых пози-

тивных эффектов и роли, в частности, пероксида водорода. Позитивные изменения, 

обусловленные действием H2O2, в принципе, могут быть объясненены как следствие 

следующего: 

1) H2O2 непосредственно окисляет субстрат с образованием более доступных для 

микроорганизмов продуктов; 

2) пероксид водорода окисляет внеклеточные метаболиты – ингибиторы роста и 

биосинтеза; 

3) снижение ХПК при добавлении H2O2 обусловлено непосредственным окисле-

нием субстратов пероксидом водорода; 
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4) под действием H2O2 токсичные субстраты (фенол) трансформируются с обра-

зованием нерастворимых полимеров; 

5) пероксид водорода служит дополнительным источником кислорода при своем 

разложении, что важно для процессов с лимитированием роста и жизнедеятельности 

кислородом; 

6) синтез защитных веществ в клетках микроорганизмов в ответ на оксидатив-

ный стресс; 

7) вследствие оксидативного стресса, индуцируемого H2O2, происходит общая 

перестройка метаболизма микроорганизмов; 

8) повышение индукции ферментов окисления субстрата, что приводит к более 

полному окислению его и интермедиатов; 

9) H2O2 выступает как регулятор физиологического состояния популяции и внут-

риклеточных процессов; 

10) H2O2 воздействуют на процессы аэробиоза-анаэробиоза в клетках, например, 

замедляя падение активности ферментов аэробного метаболизма в отсутствие аэрации 

среды; 

11) изменение фенотипической стабильности или, напротив, гетерогенности по-

пуляций, состава консорциума и трофических взаимоотношений, ведущие к благо-

приятным изменениям. 

Предположения 1) и 2) о роли Н2О2 как химического агента, способного разла-

гать субстрат и/или ингибиторы метаболизма субстрата и участвовать, таким образом, 

в процессе «самоочищения» среды культивирования, представляются маловероятны-

ми, поскольку, как уже отмечалось, при добавления пероксида водорода наблюдается 

безингибиторное разложение субстрата (фенола) без накопления внеклеточных инги-

биторов и остаточных продуктов метаболизма во внеклеточной среде при окислении 

достаточно больших количеств фенола – в интервале его суммарного внесения от 40 

до 100 г/л (см. рис. 6.14). Кроме того, позитивные изменения наблюдаются и при росте 

дрожжей C. tropicalis на сахарозе – субстрате, легко доступном для микроорганизмов.  

Участие Н2О2 в окислении субстратов и снижении ХПК возможно (предположе-

ние 3), однако вносимые дозы пероксида водорода несравненно ниже, чем наблюдае-

мая разница в падении ХПК по сравнению с вариантом без внесения Н2О2, т.е. пози-

тивные эффекты не связаны с прямой химической, фотохимической или фотокатали-

тической деструкцией органических загрязнений под действием АФК. 

Образование нерастворимых полимерных производных из избыточных количеств 

токсичного субстрата в экспериментах с биодеструкцией фенола (предположение 4) 
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также представляется неосновной причиной наблюдаемого эффекта, поскольку их ко-

личество по данным анализа составляет не более 17 г на 100 г внесенного фенола. 

Поскольку в среду вносится малое количество пероксида водорода и соответ-

ственно может образовываться лишь незначительное количество дополнительного 

кислорода, то предположение 5 также следует исключить из рассмотрения. 

Стимулирование образования защитных веществ (предположение 6) скорее всего 

не является основной причиной позитивных воздействий контролируемого оксида-

тивного стресса, поскольку в противном случае сложно объяснить универсальность 

наблюдаемых изменений и факт улучшения многих показателей биосинтеза и биоло-

гической очистки. 

Предположения 7–10 могут быть объединены в общую группу «изменение мета-

болизма популяции под действием H2O2». В пользу этих предположений свидетель-

ствует универсальность обнаруженных эффектов, показанная на примере различных 

модельных систем. Для проявления положительного эффекта пероксид водорода до-

статочно вносить в среду в количестве 10–25 мг/л. Эффект таких относительно малых 

доз H2O2 на фоне воздействия видимого света в отношении повышения качества 

очистки свидетельствует не о непосредственном химическом воздействии пероксида 

водорода на загрязнения, а о регуляторной, физиологической роли комбинированного 

воздействии H2O2 и видимого света. Предположения об определенных системных из-

менениях во внутриклеточном метаболизме и участии пероксида водорода (в общем 

случае оксидативного стресса) в стимулировании биосинтеза и биодеструкции, в ре-

гуляции физиологического состояния популяции микроорганизмов опираются и на 

литературные данные, рассмотренные в главе 2.  

Основываясь на существующих данных можно утверждать, что обнаруженная 

возможность определенного положительного совместного воздействия стрессорных и 

антистрессорных факторов на микроорганизмы, на показатели биосинтеза обусловле-

на протеканием двух разнонаправленных процессов метаболического ответа: 1) изме-

нением внутриклеточного метаболизма под действием факторов оксидативного стрес-

са и 2) индукцией фоточувствительных систем ответа на оксидативный стресс, веро-

ятно, системы фоторепарации и кросс-реакций метаболически связанных с фоторепа-

рацией других систем ответа на стресс. Также в ответ на оксидативный стресс могут 

быть вовлечены внутриклеточные системы и процессы, связанные с голоданием, сме-

ной субстратов, тепловым шоком, осмотическим воздействием, репарацией ДНК, с 

кворум-сенсингом, переходом в активное или покоящееся состояние, с катаболитной 

дерепрессией, одновременно активируемыми при стрессовых воздействиях и функци-

онирующими в тесной связи друг с другом. О наличии перекрестных кросс-реакций 
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свидетельствуют и данные о схожей реакции микроорганизмов на действие мягкого 

УФА излучения и видимого света, пероксида водорода и видимого света, анолита 

электрохимического разложения и видимого света.  

Популяционные изменения (предположение 11), видимо, имеют место, посколь-

ку путем адаптации микробных клеток к постепенно повышающимся дозам окисли-

тельных стресс-факторов можно добиться повышения их устойчивости. На уровне 

фенотипа устойчивость обеспечивается спустя несколько часов «запуском» систем 

ответа на оксидативный стресс. Изменения на уровне генотипа могут заключаться в 

отборе клонов с повышенным количеством ферментов и протекторов, участвующих в 

защите клеток. Наряду с этим в замкнутых непрерывных системах культивирования с 

частичным или полным рециклом биомассы, когда высокие скорости роста не имеют 

большого значения, возможен дрейф физиологических свойств популяций в сторону 

более полного использования субстрата. Для таких микроорганизмов, как этанолсин-

тезирующие дрожжи, молочнокислые бактерии, выделение продуктов брожения в 

окружающую среду играет важное физиологическое значение для поддержания жиз-

недеятельности, поскольку трансмембранный перенос этих продуктов обеспечивает 

клетки дополнительной энергией – до 30% от совокупной энергии гликолиза в усло-

виях анаэробиоза. Поэтому автоселекция в таких замкнутых системах благоприятна 

для клеток, более полно и экономично использующих субстрат и более активно про-

дуцирующих внеклеточные продукты гликолиза (этанол, молочную кислоту и др.). 

Также автоселекция в этих условиях должна быть более благоприятна для клеток, 

устойчивых к голоданию и к другим стрессам. Такая устойчивость повышается в 

условиях образования микробными клетками агрегатов, флокул, биопленок, гранул 

[1583, 1693, 1694]. В последнем случае отбор также идет в сторону более полного ис-

пользования субстрата и, как следствие, повышения эффективности очистки сточных 

вод. Этому же способствуют сукцессионные изменения в сообществах очистных со-

ружений.  

При использовании продуцентов-сверхсинтетиков, полученных традиционными 

методами селекции или методами генной и метаболической инженерии, во всех слу-

чаях при отсутствии направленного селективного давления отбор не благоприятствует 

сохранению их целевой биосинтетической активности, в норме не нужной клеткам. 

Мутанты-ревертанты, утратившие внедренные изменения генотипа или генетическую 

конструкцию, всегда будут либо более эффективно использовать субстрат для своего 

роста и сохранения жизнедеятельности, либо расти с более высокой скоростью. Лю-

бой процесс, ведущий к нестабильности генома, будет способствовать быстрой утрате 

микробной популяцией внедренных изменений. В аэробных условиях этому может 
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способствовать воздействие активных форм кислорода, всегда образующихся в каче-

стве побочных продуктов аэробного дыхания и провоцирующих образование мутант-

ных или модифицированных форм [332, 348]. Таким образом, для рекомбинантных 

продуцентов единственная стратегия сохранения их биосинтетической активности в 

условиях культивирования в биореакторе – использование методов, повышающих 

стабильность измененного генома. При аэробном культивировании методами стаби-

лизации, в частности, могут быть фоторепарация, внесение антиоксидантов в фермен-

тационную среду или нейтрализация веществ – компонентов питательной среды с ок-

сидантной или прооксидантной активностями. 

Иными словами, в условиях оксидативного стресса ускорение микроэволюцион-

ного процесса, который сопровождается появлением субпопуляций с различиями по 

морфологическим, физиологическим, биохимическим и генетическим признакам, мо-

жет компенсироваться повышением устойчивости субпопуляций к факторам оксида-

тивного стресса. Эти совместные процессы могут нивелировать стрессовые воздей-

ствия у адаптированной популяции. Применение антистрессоров – факторов, нивели-

рующих действие стрессоров, в частности с антиоксидантной активностью, может за-

медлить скорость микроэволюции и повысить устойчивость заданных свойств попу-

ляции. Напротив, наличие в среде факторов с оксидантной и прооксидантной актив-

ностями способствует микроэволюционному процессу. Вместе с тем, сами по себе 

адаптационные или эволюционные изменения без физиологических, биохимических и 

регуляторных изменений на клеточном уровне не приведут к положительным эффек-

там. Лишь совместные изменения метаболизма и популяционные изменения при це-

ленаправленном оксидативном воздействии на культивируемые микроорганизмы мо-

гут вносить вклад в улучшение выходных показателей. Для аэробных и факультатив-

ных микроорганизмов, использованных в нашей работе, это проявляется в приобрете-

нии способности более полно окислять вещества с уменьшением количеств остаточ-

ных концентраций субстратов и/или побочных метаболитов, накапливаемых в среде 

культивирования и ингибирующих рост популяции. Эффективность минерализации 

органического субстрата в данном случае близка к 100% (без учета небольшой части 

субстрата, перешедшей в биомассу). Доли жизнеспособных и физиологически актив-

ных клеток, преадаптированных к H2O2 на фоне освещения среды культивирования, 

способность к их совместной адгезии и агрегации повышаются, клетки сохраняют 

свою измененную физиологию в течение достаточно длительного времени. Их актив-

ность мало меняется после длительного субстратного голодания и сохраняется в тече-

ние достаточно длительного времени без внесения H2O2. 
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Наконец, еще одно обстоятельство, которое надо учитывать, – возможность од-

новременного прооксидантного и антиоксидантного действия факторов окружения: 

видимого света и химических веществ, в том числе компонентов питательных сред и 

продуктов метаболизма, находящихся в среде. 

Прооксидантное действие, проявляющееся как эффект старения среды, наблюда-

лось нами в опытах с галобактериями и с продуцентом рибофлавина. Свет в этом слу-

чае также может выступать как фактор с прооксидантными и антиоксидантными 

свойствами. Прооксидантное действие света может проявляться в виде увеличения 

количества окисленных продуктов фотохимической трансформации веществ, в част-

ности, каротиноидов. Антиоксидантное действие света может проявляться через ме-

ханизм стимулирования синтеза каротиноидов и фоторепарацию. При участии фото-

репарации эффект будет зависеть от свойств фотолиазы, как ключевого компонента 

фоторепарации, максимум активности которой наблюдается при освещении среды 

светом в диапазоне спектра 380–450 нм. 

Прооксидантное действие может быть также устранено обработкой ферментаци-

онной среды адсорбентами, как у галобактерий, или добавлением химических антиок-

сидантов.  

Все это свидетельствует о важности оптимальных воздействий факторов оксида-

тивного стресса (перекисей, радикалов, УФ-излучения) на популяции микроорганизмов. 

 

6.7. Опытные испытания технологии биологической очистки сточных вод с 

использованием регулируемого оксидативного воздействия 

 

Основываясь на полученных экспериментальных данных по биологической 

очистке сточных вод с использованием совместного воздействия H2O2 и видимого 

света, названной нами РОВ-технология [1940], с февраля 2020 г. при поддержке фир-

мы ТДС, Министерства ЖКХ Московской области, администрации Коломенского 

района Московской области и администрации города Клин были проведены испыта-

ния предложенной технологии на действующих очистных сооружениях. 

 

6.7.1. Опытные испытания РОВ-технологии на поселковых очистных  

сооружениях 

 

Опытные испытания разработанной технологии биологической очистки хозяй-

ственно-бытовых стоков с регулируемым оксидативным воздействием (РОВ-

технологии) проводились в период с 20.02.2020 по 18.06.2020 по согласованной про-
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грамме на поселковых Черкизовских очистных сооружениях Коломенского района 

(Московская обл.). 

Характеристика очистных сооружений. 

Место локализации – д. Черкизово, Коломенский р-н, Московская обл. 

Схема биологической очистки – аэротенк-смеситель с вторичным отстойником. 

Объем очистных сооружений – 150 м
3
. 

Глубина толщи воды в аэротенке – 3,5 м. 

Поток сточной воды – 160–240 м
3
/сут. 

Время пребывания воды в очистных сооружениях – 15–23 час. 

Подача сточной воды – в автоматическом отъемно-доливном режиме с включе-

нием подачи новой порции воды в течение 20 мин через каждый час в объеме 8–10 м
3
 

на вход в очистные сооружения и отводом соответствующего количества воды из вто-

ричного отстойника. 

Среднее содержание загрязнений в период испытаний: 

- взвешенные вещества ВВср.вход. – 257 мг/л,  

- ХПКср.вход – 609 мг/л,  

- аммонийный азот N-NH4ср.вход. – 19,4 мг/л,  

- азот нитратов N-NO3ср.вход. – 0,3 мг/л,  

- фосфор фосфатов P-PO4ср.вход. – 4,3 мг/л. 

В приложении 1 к диссертационной работе более подробно описаны подготовка 

очистных сооружений к испытаниям, содержание технологического и химико-

аналитического контроля, этапность испытаний и изменение показателей очистки в 

ходе испытаний. 

На рис. 6.44 представлены изменения содержания взвешенных веществ и ХПК в 

ходе проведения испытаний, а в табл. 6.12 – результаты испытаний в обобщенном виде. 

Из рис. 6.44 видно, что внесение РОВ-активатора с постепенным увеличением су-

точной дозы приводит к адаптации активного ила к оксидативному воздействию реа-

гента. После адаптации ила внесение активатора в дозах 12 л/сут (в пересчете на ак-

тивное вещество – 4 г/м
3
.сут) приводит к снижению показателя ХПК в выходной воде 

до недетектируемых величин (менее 10 мг/л), т.е. до значений, близких к нулю. Эф-

фект снижения ХПК до минимально возможных значений был стабилен и наблюдался 

на протяжении более чем 30 суток, когда активатор (пероксид водорода) вносился в 

оптимальных дозах. 

Одновременно наблюдалось повышение скорости и степени нитрификации и 

снижение содержания фосфатов в выходящей воде, а также возрастание удельной ак-

тивности ила по удалению соединений азота и фосфатов из сточной воды. При пре-
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кращении внесения активатора (этап 3 испытаний) показатели биологической очистки 

возвращались к величинам, наблюдавшимся до его внесения (на этапе 1 испытаний). 

 

 

 

Рисунок 6.44 – Изменение во времени содержания взвешенных веществ и ХПК 

на выходе из очистных сооружений. 

 

Таблица 6.12 – Усредненные показатели очистки на выходе из ОС  

Вариант ВВвых ХПКвых 

N-

NH4вы

х 

N-

NO3вы

х 

P-

PO4вых 

Уд. акт-

ть ила по 

удале-

нию 

N-NH4вых 

Уд. акт-

ть ила по 

нитри-

фикации 

N-NO3вых 

Уд. акт-

ть ила по 

дефосфа-

тации 

P-PO4вых 

Без реаген-

та, среднее, 

мг/л 

28,3 51,8 7,9 7,9 2,2 3,6 7,7 0,5 

С реаген-

том, 

среднее, 

мг/л 

26,9 5,7 6,0 10,8 1,6 5,2 10,5 1,1 

 

Испытания показали, что внесение реагента в оптимальных дозах приводит к 

снижению остаточного содержания загрязнений в выходящей сточной воде: по ХПК – 
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оценочно в 8–10 раз, по фосфатам – в 1,3–1,5 раз с одновременным повышением нит-

рифицирующей и денитрифицирующей активностей в 1,1–1,3 раз, возрастанием ско-

рости денитрификации, удельной активности ила по удалению соединений азота и 

фосфатов из сточной воды. 

Таким образом, применительно к поселковым сооружениям биологической 

очистки сточных вод проведенные испытания технологии очистки хозяйственно-

бытовых сточных вод с регулируемым оксидативным воздействием (РОВ-технологии) 

показали высокую эффективность в отношении удаления органических загрязнений с 

возможностью достижения степени очистки в одностадийном процессе по показателю 

ХПК 99,2%, что обеспечивает абсолютные значения ХПК в очищенной воде близкие к 

нулю с одновременным повышением степени удаления биогенных элементов из сточ-

ных вод. 

 

6.7.2. Опытные испытания РОВ-технологии на городских очистных  

сооружениях 

 

Опытные испытания разработанной технологии биологической очистки хозяй-

ственно-бытовых стоков с регулируемым оксидативным воздействием (РОВ-

технологии) проводились в период с 15.06.2020 по 17.08.2020 по согласованной про-

грамме на городских очистных сооружениях г. Клин (Московская обл.). 

Характеристика очистных сооружений. 

Место локализации – деревня Ямуга Клинского района, Московская обл. 

Схема биологической очистки очистных сооружений (ОС) – 2 линии аэротенков 

одинаковой конструкции с общим вторичным отстойником. 

Конструкция аэротенка – трехкоридорный аэротенк вытеснительного типа объе-

мом 6500 м
3
 с зоной интенсивного смешения объемом 430 м

3
 и усиленной аэрации по-

ступающей с первичного отстойника сточной воды и поступающего с вторичного от-

стойника возвратного активного ила с очисткой в режиме вытеснения. 

Особенность схемы очистки – очищенная вода с обеих линий аэротенков посту-

пает в общий вторичный отстойник, откуда часть осевшего активного ила направляет-

ся на вход аэротенков обеих линий. 

Проектная суточная производительность ОС – 30000 м
3
. 

Фактическое поступление – 22000–25000 м
3
/сутки. 

Поток сточной воды на каждый аэротенк – 11000–13000 м
3/

сутки. 

Время пребывания воды в ОС – 10–12 часов. 

Глубина водной толщи воды в аэротенке – 4,5 м. 
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Подача сточной воды – непрерывно. 

Среднее содержание загрязнений во входной воде после первичного отстойника 

перед входом в аэротенки в период испытаний: 

- взвешенные вещества ВВср.вход. – 81,9 мг/л,  

- ХПКср.вход – 173,8 мг/л,  

- аммонийный азот N-NH4ср.вход. – 13,5 мг/л,  

- нитраты N-NO3ср.вход. – 0,4 мг/л,  

- фосфаты PO4ср.вход. – 10,0 мг/л. 

В приложении 2 к диссертационной работе более подробно описаны подготовка 

очистных сооружений к испытаниям, содержание технологического и химико-

аналитического контроля, этапность испытаний и изменение показателей очистки в 

ходе опытно-промышленных испытаний. В ходе испытаний избыточный активный ил, 

осевший во вторичном отстойнике, не отводился. Часть ила вымывалась лишь в виде 

взвешенных веществ, отводимых из вторичного отстойника с осветленной сточной 

водой. 

На рис. 6.45 сопоставлено изменение содержания взвешенных веществ, на рис. 

6.46 – содержания N-NH4
+
 на выходе из аэротенков (усредненно по двум аэротенкам) 

в зависимости от суточной дозы реагента. 

Обращает на себя внимание явное влияние дозы РОВ-активатора на снижение 

содержания взвешенных веществ на выходе из очистных сооружений (рис. 6.45), при 

этом в отдельные моменты при внесении реагента в количестве 1,5–2,4 мг/л наблюда-

лось снижение взвешенных веществ на выходе вплоть до величин 0,5–1,5 мг/л. Анало-

гичная зависимость наблюдается между дозой РОВ-активатора и N-NH4вых (рис. 6.46). 

Среднее содержание N-NH4 по данным аналитической лаборатории очистных сооруже-

ний, предоставленным до начала испытаний, в выходящей сточной воде составляло 

около 1,5 мг/л. Внесение же реагента в период испытаний приводило к снижению N-

NH4 до величин 0,3–0,5 мг/л. На выходные показатели очистки по ХПК, N-NO3, P-PO4 

явного влияния РОВ-активатора в суточных дозах до 2,4 г/м
3
 не прослеживалось.  

Таким образом, результаты опытно-промышленных испытаний РОВ-технологии 

на городских очистных сооружениях подтвердили возможность существенного улуч-

шения выходных показателей очистки, в данном случае по взвешенным веществам – 

вплоть до снижения их содержания в выходящей воде до 0,5–1,5 мг/л, а содержания 

ионов аммония с 1,5 мг/л до 0,3 мг/л. Эффект снижения содержания N-NH4 в выходя-

щей воде был стабилен и наблюдался на протяжении всего периода внесения реаген-

та. При прекращении регулируемого оксидативного воздействия показатели биологи-

ческой очистки возвращались к величинам, наблюдавшимся до воздействия. 
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мг/л 

 
Рис. 6.45. Влияние суточной дозы РОВ-активатора на изменение содержания 

взвешенных веществ на выходе из очистных сооружений в сопоставлении с входными 

показателями во время внесения реагента. 

 

мг/л, вход        мг/л, выход 

 
Рис. 6.46. Влияние суточной дозы РОВ-активатора на изменение содержания N-

NH4 на выходе из очистных сооружений в сопоставлении с входными показателями 

во время внесения реагента. 

Доза реагента 

Доза реагента 
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6.7.3. Оценка затрат при использовании РОВ-технологии 

 

В табл. 6.13 приведена сравнительная характеристика показателей очистки для 

различных стоков при совместном воздействии H2O2 и видимого света. 

 

Таблица 6.13 – Сравнение показателей очистки для различных стоков при сов-

местном воздействии H2O2 и видимого света 

Характеристика  

стока 

Режим очистки Без H2O2 

и освещения 

С H2O2 

и освещением 

Сток солодовни,  

ХПКвх. 2000 мг/л 

Периодический  

режим, после:  

1 сут. очистки 

2 сут. очистки 

3 сут. очистки 

ХПКвых., мг/л 

125–260 

90–200 

70–100 

90–230 

40–100 

20–60 

Модельный сток  

пивоварения, 

ХПКвх. 1000–2000 мг/л 

Проточный с актив-

ным илом и био-

пленкой с полным 

возвратом ила; 1–3 

сут. очистки 

ХПКвых., мг/л 

50–200 мг/л не детектиру-

ется – 40 мг/л 

Модельный сток с  

фенолом, содержание 

фенола на входе не бо-

лее 3 г/л 

Проточный с актив-

ным илом с домини-

рованием дрожжей 

или бактерий 

 

Содержание фенола на выходе 

не менее 0,1 г/л не более 0,01 

г/л 

Окислительная мощность 

не более 0,13 г/л.ч до 0,22 г/л.ч 

Коломна, хозяйственно-

бытовые стоки, посел-

ковые ОС 

Отъемно-доливной с 

рециклом активного 

ила 

ХПКвых. – 51,8 мг/л 

N-NH4вых – 7,9 мг/л 

P-PO4вых – 2,2 мг/л 

ХПКвых. – 5,7 мг/л 

N-NH4вых – 6,0 мг/л 

P-PO4вых –  1,6 мг/л 

Клин, хозяйственно-

бытовые стоки, город-

ские ОС 

Проточный в аэро-

тенке-вытеснителе с 

полной нитрифика-

цией без отвода из-

быточного ила 

Взвеш. в-ва на вы-

ходе – 20–40 мг/л 

N-NH4вых – 1–1,5 

мг/л 

Взвеш. в-ва на вы-

ходе – 0,5–10 мг/л 

N-NH4вых – 0,3–0,5 

мг/л 

 

На основании полученных данных были оценены экономические затраты на реа-

лизацию предлагаемого метода очистки сточных вод в промышленных масштабах. 

Они включают затраты на пероксид водорода и на освещение. Ниже приведена оценка 

затрат при условии использования в качестве реагента пероксида водорода и освеще-
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ния очищаемой среды видимым светом люминесцентных ламп или естественным ви-

димым светом Солнца. 

Затраты на освещение.  

Закрытые сооружения аэробной биологической очистки необходимо освещать 

искусственным светом. Сооружения, работающие под открытым небом, в дневное 

время суток освещаются естественным солнечным светом, но могут освещаться 

дополнительно лампами дневного света в ночное время. 

В лабораторных экспериментах в качалочных колбах типичная освещенность 

поверхности колб дневным естественным светом и люминесцентными лампами со-

ставляла приблизительно 500–600 Лк. Поскольку энергия кванта падающего света 

зависит от длины волны, то и с изменением длины волны меняется коэффициент пе-

ресчета из единиц освещенности в единицы энергии. Международным оптическим 

обществом в качестве стандарта перевода единиц принята длина волны λ = 555 нм 

(зеленая область видимого света, на которую приходится максимальная энергия па-

дающего солнечного излучения в спектре видимого диапазона). При этой длине вол-

ны коэффициент перевода: 683 лк = 1 Вт/м
2
 [1941]. При пересчете энергии падающе-

го света на единицу объема с учетом освещаемой поверхности колб (около 100 см
2
) и 

объема среды в колбах (около 80 мл) количество падающей энергии света на единицу 

объема составит при уровне освещенности 500 Лк около 90 мВт/л. Более высокий 

уровень освещенности очищаемой среды нежелателен, поскольку это приведет к из-

быточному накоплению в биоценозе очистных сооружений микроводорослей и циа-

нобактерий и, соответственно, к возрастанию содержания загрязнений (по ХПК) в 

очищаемой воде.  

Опыты в проточном режиме очистки в биореакторе показали, что для 

проявления положительного эффекта достаточно освещать биореактор с 2 л среды 

видимым светом при освещенности 10–200 Лк, что соответствует интенсивности 

подачи энергии света около 0,5–10 мВт/л.  

Для умеренной климатической зоны энергия естественного солнечного 

освещения в видимом диапазоне, падающего на поверхность Земли, меняется в 

зависимости от зенитного угла, погоды, высоты местности. Для уровня моря 

расчетная облученность от Солнца в ясный день в зависимости от зенитного угла 

меняется в диапазоне 100–865 Вт/м
2
 [1941].  

Согласно замерам использованного в работе люксметра-УФ-радиометра ТКА-

01/3, интенсивность видимого солнечного освещения на территории Москвы на 

открытом воздухе летом в ясную погоду в 12 ч составила 65000 Лк, что соответствует 

энергетической освещенности 95 Вт/м
2
. 
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Стандартная глубина аэротенков открытого типа, используемых в 

промышленности, составляет 4 м. Принимая облученность естественным дневным 

светом 100 Вт/м
2
, энергия солнечного света, поглощаемая 1 м

3
 очистного сооружения 

с учетом освещенности поверхности аэротенка естественным дневным светом в тече-

ние половины времени суток усредненно, составит: 

100*0,5/4 = 12,5 Вт/м
3
,  

т.е. намного превышающую требуемую  

При времени пребывания воды 12 час (0,5 сут), потоке очищаемой воды 1000 

м
3
/сут понадобится аэротенк объемом 500 м

3
 с глубиной рабочей зоны с водой 4 м 

площадь зеркала воды составит около 125 м
2
.  

Как было показано выше, кратковременное отсутствие освещения на период 

ночного времени суток не приводит к существенной потере положительного действия 

H2O2 в отношении качества очистки воды. Таким образом, энергия естественного 

освещения Солнцем 12,5 Вт/м
3
 соответствует энергии требуемого диапазона для 

работы фоторепарационных систем, то есть вполне достаточна для системы очистки 

на основе аэротенка, работающего под открытым небом, в который добавляется 

пероксид водорода. В этом случае можно отказаться от дополнительного 

искусственного освещения и соответствующих энергозатрат. 

В варианте расположения очистных сооружений на открытом воздухе с подсвет-

кой в ночное время с минимальной энергетической освещенностью около 0,5 Вт/м
3
 и 

при толще воды в очистном сооружении 4 м понадобится энергетическая освещен-

ность на поверхности зеркала воды 2 Вт/м
2
, что соответствует освещенности зеркала 

очищаемой воды около 1500 Лк.  

При времени пребывания воды в биореакторе 12 час, времени освещения 

сооружения искусственным светом лишь в ночное время (0,5 сут.) требуемая 

энергетическая освещенность составит 0,5*12/2=3 Втч/м
3
. При использовании 

светодиодных прожекторов с к.п.д.преобразования в видимый свет 80% и при 

условии, что весь излучаемый свет поглощается толщей воды (вариант погружных 

ламп) затраты электроэнергии на освещение составят 3/0,8=3,75 Втч на 1 м
3
 воды. 

При искусственном освещении закрытого аэротенка с потоком очищаемой воды 

1000 м
3
/сут в варианте погружных ламп, времени пребывания воды в очистном со-

оружении 12 час потребуются установленные мощности около:  

3,75/12 = 0,31 кВт. 

При цене на электроэнергию 7 руб. за 1 кВт.ч затраты электроэнергии на 

освещение в варианте с погружными лампами составят около 7*3,75 *10
-3

 = 0,026 

руб./м
3
 воды или 26 руб. на 1000 м

3
/сут. 
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При монтаже ламп над зеркалом воды необходимо учесть светорассеивание и 

убыль освещенности с расстоянием от зеркала воды. Примем, что до поверхности 

воды доходит лишь 10% от излучаемого света, тогда при искусственном освещении 

закрытого аэротенка с объемом очищаемой воды 1000 м
3
/сут в варианте размещения 

ламп над зеркалом воды, времени пребывания воды в очистном сооружении 12 час 

потребуются установленные мощности около:  

3,75/(12*0,1) = 3,1 кВт. 

При цене на электроэнергию 7 руб. за 1 кВт.ч затраты электроэнергии на 

освещение составят около 7*3,75 *10
-3

/0,1 = 0,26 руб./м
3
 воды или 260 руб. на 1000 

м
3
/сут. 

Для очистных сооружений закрытого типа необходимо круглосуточное освеще-

ние аэротенка. В этом случае затраты на освещение увеличаться в 2 раза – до 0,05–0,5 

руб./м
3
 воды. 

Затраты на пероксид водорода.  

Лабораторные исследования показали, что при нагрузке по сточной воде на 

биореактор 0,5–1 м
3
/м

3
.сут с ХПКвх. 700–2000 мг/л для поддержания необходимого 

физиологического состояния предадаптированного к H2O2 ила и его 

биодеструкционной активности в очищаемую среду с илом достаточно вносить H2O2 

порциями 1 раз в 2–5 сут. в дозе 20–30 мг/л (в пересчете на 100% H2O2). С учетом 

всего объема воды, проходящей через биореактор за 2–5 сут, средний расход 

пероксида водорода составит 4–15 г/м
3
, т.е. для аэротенка с потоком сточной воды 

1000 м
3
/сут. всего 4–15 кг/сут. 

По результатам опытных испытаний РОВ-технологии на поселковых очистных 

сооружениях в Коломенском районе оптимальная доза пероксида водорода (в 

пересчете на 100% действующего вещества) составляет 4 г/м
3
 сточных вод или 4 кг на 

поток сточной воды 1000 м
3
/сут.  

Типичная рыночная цена 30% технического пероксида водорода марки Б по ОСТ 

301-02-2005-99 составляет 60 рублей за 1 кг, в пересчете на 100% действующего ве-

щества – 200 рублей за 1 кг. 

Затраты на реагент составят 0,004*200 = 0,8 руб./м
3
 или 800 руб. на 1000 м

3
/сут. 

Затраты за установленную мощность, на техобслуживание, поддержание 

оборудования в рабочем состоянии, технологический надзор не принимаем во 

внимание. 

Тогда операционные затраты составят: 

Для варианта погружных ламп:  

0,026 + 0,8 = 0,83 руб. на 1 м
3
 очищаемой воды или 830 руб. на 1000 м

3
/сут. 
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Для варианта размещения ламп над зеркалом очищаемой воды:  

0,26 + 0,8 = 1,06 руб. на 1 м
3
 очищаемой воды или 1060 руб. на 1000 м

3
/сут. 

 

Таким образом, суммарные суточные эксплуатационные затраты на очистку 

сточных вод в аэротенке с потоком сточной воды 1000 м
3
/сут с искусственным 

освещением будут составлять от 830 до 1060 руб./сут., а при работе аэротенка под 

открытым небом без дополнительного освещения светодиодными лампами около 800 

руб./сут. (требуются затраты только на пероксид водорода). 

Сопоставим данные оценочные затраты с эксплуатационными затратами на 

аэрацию. 

При использовании наиболее экономичных аэраторов мембранного типа (на 

основе гибких мембран из специального полимерного материала с лазерной 

перфорацией) расход энергии на окисление 1 кг ХПК составляет около 0,5 кВт.ч.  

При потоке стоков 1000 м
3
/сут и ХПКвх. стоков около 1000 мг/л, типичном 

времени пребывания стоков в аэротенке 0,5 сут. затраты электроэнергии на аэрацию 

составят около 500 кВт.ч/сутки. При стоимости электроэнергии 7 руб. за 1 кВт.ч 

затраты на аэрацию составят около 3500 руб. в сутки. 

Таким образом, суммарные дополнительные затраты на реагент и освещение со-

ставят 23–30% от затрат на электроэнергию при использовании наиболее 

экономичных аэраторов, однако при этом качество очистки сточных вод по показате-

лю ХПК повысится от 1,5 до 3 раз без ухудшения других показателей очистки, без па-

дения скорости биологического окисления и окислительной мощности сооружений 

или обеспечат одно и то же качество очистки при повышении нагрузки и окислитель-

ной мощности сооружений биологической очистки в 1,5–2 раза, снижении площадей, 

занимаемых новыми вводимыми в эксплуатацию очистными сооружениями, а также 

снижении совокупных эксплуатационных и капитальных затрат на 10–15% при одном 

и том же качестве очистки. 

В табл. 6.14 сопоставлены некоторые показатели работы очистных сооружений 

традиционного типа с активным илом и разработанной системы. 

При использовании разработанного метода на практике с обеспечением 

повышения качества очистки воды по ХПК в 1,5–3 раза при минимальном образовании 

избыточного ила в режиме с полном его рециклом потребуется минимальная 

модернизация аэротенков; суммарные дополнительные эксплуатационные затраты 

составят 0,8–1,1 руб./м
3
 очищаемой воды или 0,4–0,6 руб./кг удаленного ХПК при 

минимальных капитальных затратах. В этом случае потребуются: 
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Таблица 6.14 – Сравнение показателей работы очистных сооружений традицион-

ного типа с активным илом с оценочными характеристиками разработанной системы 

Тип со-

оруже-

ния 

Показатели работы 

 Время 

пребы-

вания 

сточ-

ной 

воды в 

соору-

жении, 

сут. 

Рабо-

чие 

концен

цен-

трации 

актив-

ного 

ила, 

кг/м
3
 

Cодер-

жание 

загряз-

нений 

на вхо-

де, по 

ХПК, 

г/м
3
 

Окисли-

те-

льная 

мощ-

ность, 

г/м
3
.сут 

Удель-

ная 

нагруз-

ка на ил 

по ор-

ганиче-

скому 

веще-

ству, 

г/кг.сут 

Сте-

пень 

удале-

ния 

ХПК 

Выход 

ила, 

кг/кг 

уда-

ляе-

мого 

ХПК 

Степень нит-

рификации 

Низконагру-
жаемый 
аэротенк 

2–5 1–4 200–

2500 

40–1000 

 

10–1000 90–95% 0,2–0,3 От полной нит-

рификации на 

нижней границе 

интервала 

нагрузки до от-

сутствия нитри-

фикации на его 

верхней границе 

Стандарт-
ный аэро-
тенк 

1–2 1–4 200–

2500 

100–

2500 

50–2500 85–90% 0,3–0,4 Низкая 

Высоконаг-
ру-жаемый 
аэротенк 

0,2–1 1–4 500–

2500 

1000–

5000 

1000–

5000 

40–85% 0,3–0,4 Нет нитрифика-

ции 

Перколяци-
онный био-
фильтр  

0,5–2 
 

10–20 50–300 20–600 2–60 90–98% 0,05–

0,1 

От полной нит-

рификации на 

нижней границе 

интервала 

нагрузки до от-

сутствия нитри-

фикации на его 

верхней границе 

Разрабо-

танная си-

стема 

1–2 1–4 200–

2500 

100–

2500 

200–

10000 

95–

99,7% 

0,05–

0,2 

Полная нитри-

фикация 

 

– полиэтиленовая емкость для хранения H2O2, насос, трубопроводы и форсунки 

или патрубки для равномерного внесения H2O2 в аэротенк; или внесение H2O2 в виде 

пергидроля или в разбавленном виде вручную небольшими порциями равномерно в зо-

ну аэрации аэротенка; 

– дооборудование аэротенков закрытого типа с потоком очищаемой воды 1000 

м
3
/сут светодиодными лампами дневного света с суммарной установленной 

мощностью потребляемой энергии в зависимости от варианта исполнения от 0,3 до 3 

кВт, освещающих равномерно зеркало воды в аэротенке; 
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– контроль и измерение в системе мониторинга работы очистных сооружений и 

поддержания трофности поверхностных замкнутых водоемов наряду с традиционны-

ми параметрами и показателями очистки (T, pH, pO2, ХПК и др.): инсоляции зеркала 

воды солнечным светом в видимом и ультрафиолетовом диапазонах спектра; 

содержания в очищаемой воде H2O2 и/или других активных форм кислорода 

естественного происхождения и/или добавленных в очистное сооружение; примесей 

водорослей и цианобактерий в составе консорциумов микроорганизмов активного ила 

и биопленок; степень адаптированности активного ила и его основных групп к 

оксидативным стрессорам, а также использование, при необходимости, генетических 

маркеров ответа популяции микроорганизмов на оксидативный стресс (рис. 6.47). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рисунок 6.47 – Схема системы мониторинга хода биологической очистки в 

условиях контролируемого оксидативного стресса. 

 

Организация такой системы мониторинга позволит более тщательно контролиро-

вать ход биологической очистки, отслеживать роль всех упомянутых факторов в 

повышении качества очистки сточных вод при их совместном действии.  
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стрессу 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

Работы, проведенные нами в области управляемого культивирования микроорга-

низмов, показали новые возможности для повышения эффективности микробиологи-

ческого синтеза, микробиологической деструкции органических веществ, переработки 

отходов и очистки сточных вод. Эти возможности появляются при совмещении по ме-

сту и времени биологических процессов с физико-химическими и химическими мето-

дами выделения продуктов биосинтеза, при высокоплотностном культивировании 

микроорганизмов, в результате микроэволюционных изменений в специфических, 

стрессорных условиях длительного культивирования микроорганизмов: в замкнутых 

системах, в частности, в мембранных биореакторах, при образовании биопленок и 

гранул, при пассировании к комбинированному воздействию оптимальных доз стрес-

сорных и антистрессорных факторов. 

Положительные изменения могут проявляться через повышение жизнеспособно-

сти микробных популяций, их физиологической активности, устойчивости к неблаго-

приятным факторам окружения, снижение расхода компонентов питания, количества 

остаточных субстратов и побочных продуктов жизнедеятельности и, как следствие, 

улучшение выходных показателей биосинтеза, биоконверсии и биологической очистки. 

Лабораторные эксперименты, проведенные с галобактериями, молочнокислыми 

бактериями, дрожжами, рекомбинантными штаммами B. subtilis – трансформантами 

по рибофлавиновому оперону показали следующие экологически и экономические 

рациональные пути совершенствования методов ферментации при получении продук-

тов биосинтеза: 

– сочетание биосинтеза и механического, физико-химического фракционирова-

ния компонентов ферментационной среды по месту и времени, в мембранных биоре-

акторах с повышением уровня накопления биомассы и продуктивности биореакторов 

в десятки раз, снижением расхода дорогостоящих компонентов питания в несколько 

раз, повышением выхода целевого продукта от субстрата – на примере получения мо-

лочной кислоты с использованием молочнокислых бактерий (высокоплотностное не-

прерывное отъемно-доливное культивирование в мембранном биореакторе); 

– высокоплотностное аэробное культивирование дрожжей – продуцентов мик-

робного белка и других продуктов биосинтеза – с подпиткой субстратом без отвода 

отработанных питательных сред с получением в качестве целевых продуктов суспен-

зии клеток микроорганизмов со скоростями прироста биомассы не менее 7 г/л.ч до 

конечной концентрации 150–170 г асв/л; в этом случае при использовании высоко-
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концентрированных субстратов (сахаров, этанола, упаренной молочной сыворотки и 

др.) отпадает необходимость в энергоемких стадиях сгущения биомассы; 

– периодическое высокоплотностное культивирование с доливом питательной 

среды и с адсорбентом, поглощающим продукты химического и фотохимического 

окисления с повышением уровня накопления биомассы и целевого продукта. При 

культивировании галобактерий накопление биомассы за цикл ферментации повыша-

ется в 10–15 раз, синтезируемого ими бактериородопсина в 20–30 раз (суммарное со-

держание бактериородопсина в среде культивирования увеличивается до 1700–1750 

мг/л), а продуктивность биореактора в 10–30 раз, при этом содержание каротиноидов 

в биомассе минимально, что значительно упрощает технологию выделения бактерио-

родопсина (в составе пурпурных мембран) и резко снижает его стоимость; 

– периодическое, высокоплотностное с подпиткой субстратом или отъемно-

доливное культивирование кормовых дрожжей, этанолпродуцирующих дрожжей, мо-

лочнокислых бактерий, в том числе в мембранном реакторе, с использованием пре-

адаптированного к воздействию сублетальных доз H2O2 посевного материала и даль-

нейшим периодическим внесением небольших количеств пероксида водорода в фер-

ментационную среду на фоне освещения зоны ферментации видимым светом. Такое 

комплексное и одновременное оксидативное воздействие существенно улучшает по-

казатели биосинтеза в аэробных и микроаэрофильных процессах: повышает выход 

биомассы дрожжей и содержание белка в них на 5–20%, способствует длительному 

поддержанию высокой физиологической активности клеток и высокой продуктивно-

сти биореактора в высокоплотностных популяциях, повышает бродильную актив-

ность дрожжей-сахаромицетов на 10–40%, снижает содержание остаточных субстра-

тов и побочных экзометаболитов в постферментационных средах от 2 до 10 раз; 

– культивирование с комбинированным воздействием мягкого ультрафиолетово-

го и видимого излучения на бактериальные и дрожжевые клетки. В этом случае 

наиболее благоприятным для роста дрожжей является облучение ультрафиолетом с 

интенсивностью 1 Вт/л и видимым светом с интенсивностью около 40 мВт/л. При 

этом наблюдается ускорение роста популяции и увеличение выхода биомассы на 5–

15%. Без видимого света ультрафиолет даже умеренной интенсивности (1 Вт/л) ре-

прессирует рост дрожжей. Видимый свет без действия ультрафиолета не действует на 

рост дрожжей; 

– культивирование рекомбинантных микроорганизмов с воздействием видимого 

света низкой интенсивности. С учетом перекрестных стресс-реакций фотовоздействие 

на популяцию продуцентов может сказаться позитивно на накоплении целевого про-
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дукта при проведении ферментации в периодическом режиме и в режиме с подпиткой 

субстратом. 

Предложенные решения позволяют снизить: 

– количество жидких стоков (в виде отработанной культуральной жидкости) – до 

10 раз при высокоплотностном культивировании с подпиткой субстратом; от 5 до 20 

раз – при ферментации галобактерий и получении бактериородопсина; 

– количество твердых отходов – от 10 до 100 раз – для молочнокислых бактерий; 

– совокупные эксплуатационные и капитальные затраты – на 1,5–20% – для 

дрожжей и получения биоэтанола; от 10 до 1000 раз – при получении бактериородоп-

сина галобактерий. 

При проведении процессов микробиологической переработки отходов и очистки 

сточных вод часть из апробированных подходов моделирует экологические условия и 

процессы самоочищения, сочетание абиотических и биотических реакций в едином 

объеме и времени, как это наблюдается в природных средах – на поверхности твердых 

субстратов и водных сред, подверженных инсоляции Солнца, в толще природных водо-

емов с участием пероксида водорода, реакционно активных радикалов и других АФК, 

ионов переходных металлов, что обеспечивает их экологическую чистоту и сочетае-

мость с традиционными схемами очистки сточных вод. 

С использованием селекционированных физиологически активных культур и 

консорциумов микроорганизмов, выдерживающих высокие концентрации токсичных 

загрязнений, устойчивых к оксидативному стрессу, по результатам исследования био-

логической очистки стоков с высоким содержанием фенола, предприятий спиртовой и 

пивоваренной промышленности, хозяйственно-бытовых, а также биологического уда-

ления неорганических соединений азота и фосфора показаны следующие экологиче-

ски рациональные пути совершенствования методов биологической очистки и биоде-

струкции при аэробной очистке: 

– ведение процесса с активным илом, адаптированным к оксидативному стрессу 

(к пероксиду водорода, анолиту электрохимического разложения, УФА-излучению), 

при воздействии малых доз АФК и освещении среды низкоинтенсивным видимым 

светом, при котором наблюдается: в периодическом режиме повышение скорости 

биоокисления в 1,1–2 раза, снижение количества остаточных загрязнений (по ХПК) на 

выходе из очистных сооружений в 1,5–3 раза – при очистке модельных фенолсодер-

жащих стоков, стоков солодовен, хозяйственно-бытовых стоков; в периодическом ре-

жиме с подпиткой токсичным субстратом повышение скорости окисления в 2–3 раза и 

количества суммарно минерализованного загрязнения в среде биологического культи-

вирования на протяжении рабочего цикла биодеструкции в 10–20 раз (до 100 г/л и бо-
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лее), снижение содержания остаточных загрязнений по сравнению с традиционными 

процессами биологического окисления, без накопления ингибиторов метаболизма, от-

тока среды и избытка биомассы из биореактора – при биодеструкции фенола. Эффект 

обусловлен повышением концентрации биомассы деструкторов в биореакторе, изме-

нением их физиологического состояния, сохранением физиологической активности на 

протяжении всего цикла биодеструкции и после прекращения внесения H2O2. В этом 

состоянии процесс биоокисления лимитируется только массообменными возможно-

стями биореакторов; 

– применительно к биоочистке в мембранном биореакторе внесение H2O2 и осве-

щение зоны биоокисления с повышением окислительной мощности, качества очистки 

сточных вод, повышением ресурса мембран вследствие изменения морфофизиологиче-

ского состояния активного ила, способствующего снижению его адсорбции на поверхно-

сти мембран (система «искусственная пероксисома»); 

– в применении к ведению процесса в проточном режиме в аэротенке с частичным 

или полным рециклом активного ила внесение H2O2 в дозах 2–100 мг/л.сут и освещении 

среды видимым светом при интенсивности подводимой энергии 0,5–100 мВт/л (по ви-

димому диапазону спектра), что повышает окислительную мощность аэротенка в 1,5–2 

раза, снижает остаточную концентрацию загрязнений в 1,5–3 раза с удалением 97,5–

99,7% ХПК в одну стадию, отсутствием вспухаемости ила, более легким последующим 

обезвоживанием его, с типичной нагрузкой по ХПКвх. 700–2000 мг/л.сут. Так, при ис-

пользовании традиционных одностадийных систем аэробной биологической очистки в 

аэротенках и биофильтрах сочетанное воздействие небольших доз H2O2 и видимого 

света приводит к улучшению качества очистки сточных вод по ХПК с 500–1000 мг/л на 

входе до 10–20 мг/л на выходе при времени пребывания сточной воды в системе не бо-

лее двух суток, в то время как без сочетанного воздействия ХПКвых не падает ниже 50–

100 мг/л. Технология с использованием такого метода может быть отнесена к наилуч-

шей доступной из существующих на сегодня технологий одностадийной аэробной био-

логической очистки; 

– применительно к ведению процесса биологической очистки в аэробных реакто-

рах с биопленкой или с гранулированным активным илом комбинированное воздей-

ствие АФК и видимого света, способствующее повышению скорости образования и 

стабильности биопленок и гранул в процессе биологической очистки различных сто-

ков, степени удаления фосфора на 10–50% в аэробно-анаэробном отъемно-доливном 

режиме в SBR. 
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Сочетанное воздействие небольших доз H2O2 и видимого света повышает альги-

цидную активность бактерий по отношению к примесным микроводорослям и циа-

нобактериям в системах водоочистки. 

Учет таких факторов окружающей среды как содержание АФК, УФ-излучение 

Солнца, интенсивность освещения среды естественным видимым светом (солнечной 

инсоляции) и искусственным освещением, количество микроводорослей и цианобак-

терий в очистном сооружении повышает качество мониторинга за состоянием актив-

ного ила и работы очистных сооружений. 

Подход к совершенствованию процессов ферментации и биологической очистки, 

при котором на популяцию микроорганизмов одновременно воздействуют оптималь-

ными дозами факторов оксидативного стресса (активные формы кислорода – H2O2, 

ультрафиолетовое излучение УФА и УФБ диапазонов спектра) и антистресс-

факторами (видимый свет, антиоксиданты, адсорбенты, поглощающие продукты хи-

мического и фотохимического окисления, другие факторы, нивелирующие отрица-

тельное воздействие продуктов химического и фотохимического окисления) назван 

нами «контролируемый оксидативный стресс» или «регулируемое оксидативное воз-

действие». В соответствии с ним и в зависимости от конкретных условий оптимальная 

фаза микробного роста для внесения H2O2 – экспоненциальная, доза внесения H2O2 – 

от 0,002 до 10 г/л (по 100% H2O2), концентрация клеток микроорганизмов в популя-

ции, при которой не наблюдается приостановка их роста – не ниже 0,3–0,5 г асб/л, ин-

тенсивность освещения 0,5–100 мВт/л (в пересчете на энергию видимого света с дли-

ной волны 555 нм). При таком сочетании путем последовательных пересевов с посте-

пенным повышением доз АФК до физиологически приемлемого уровня на фоне 

освещения среды видимым светом могут быть получены культуры микроорганизмов, 

устойчивые к воздействию повышенных доз H2O2, при этом для адаптации микроб-

ных популяций и получения положительных эффектов требуется от 3 до 8 пассажей 

(10–30 микробных генераций). Преадаптированное к оксидативному стрессу состоя-

ние сохраняется, в среднем, на протяжении 2–3 пассажей (около 6–10 микробных ге-

нераций), что позволяет снизить расход H2O2 при ведении процесса биосинтеза или 

биологической очистки. 

В условиях оксидативного стресса такие микроорганизмы как дрожжи S. cere-

visiae, Candida utilis, бактерии B. subtilis, Lactobacillus paracasei, гетеротрофные ком-

поненты активного ила биологической очистки сточных вод, адаптированные к субле-

тальным воздействиям стрессоров, приобретают чувствительность к видимому свету 

низкой интенсивности (предположительно через механизм фоторепарации). При этом 

в ряде случаев комбинированное воздействие субингибиторных доз факторов оксида-
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тивного стресса и видимого света низкой интенсивности приводит к улучшению пока-

зателей биосинтеза и биологической очистки. Найденные позитивные результаты во 

многих отношениях не вписываются в традиционные представления лишь об отрица-

тельном воздействии стрессорных факторов на живые организмы и могут в дальней-

шем послужить удобными моделями для уточнения значимости, в частности, таких 

стрессоров, как реакционные формы кислорода, важности совместного действия 

стрессорных и антистрессорных факторов в регуляции метаболизма и жизнедеятель-

ности клеток, отдельных организмов и их сообществ, поддержании редокс статуса 

среды обитания микробных популяций. Для микробиологического синтеза и катализа 

это указывает на возможность целенаправленного создания условий с оптимальным 

балансом стресс-антистрессовых воздействий и регулированием на этой основе ак-

тивности микробных ферментов и клеток. Разработанный подход универсален в от-

ношении биоценозов очистных сооружений и удаляемых органических биодоступных 

загрязнений, обладает патентной чистотой, не имеет мировых аналогов.  

В области биологической очистки наиболее близким аналогом являются техно-

логии каталитической очистки, активированного (развитого) химического и фотока-

талитического окисления, в которых используются сильные окислители, например, 

такие как пероксид водорода, реактив Фентона, озон, кислород в синглетном состоя-

нии, мягкое УФ-излучение или комбинация УФ-излучения и фотокаталитического 

действия TiO2. В отличие от указанных технологий, в методе, предложенном нами, 

речь идет не об использовании АФК для прямой химической, фотохимической или 

фотокаталитической деструкции органических загрязнений, а об использовании АФК 

в качестве факторов, в низких дозах стимулирующих процесс биологической очистки 

и биодеструкции при найденных нами условиях. 

Обобщая, можно выделить следующие ключевые особенности «контролируемо-

го оксидативного стресса»: 

1. Значимость оксидативного стресса, оксидантов, прооксидантов, антиоксидан-

тов в поддержании статуса, физиологического состояния, фенотипической и генети-

ческой гетерогенности микробной популяции в ферментационных процессах (при 

культивировании в биореакторах), при биологической переработке отходов и очистке 

сточных вод. 

2. Получение положительных эффектов в отношении улучшения показателей 

биосинтеза и биологической очистки, что отличает разработанный подход от обще-

принятых представлений о стрессе, как неблагоприятном для живых систем состоя-

нии. 
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3. Учитываются такие факторы окружающей среды, как АФК, УФ-излучение, 

видимый свет. 

4. Моделируются условия природных сред, в частности на поверхностях воды и 

твердых тел, приводящие к самоочищению водоемов. 

5. Использование антистресс-факторов для минимизации негативных и максими-

зации позитивных эффектов у стресс-индуцированных культур. 

6. При отсутствии в нестрессированном состоянии возникновение чувствитель-

ности микроорганизмов после воздействия стресса к видимому свету; видимый свет, 

по-видимому, можно отнести к наиболее универсальным антистрессором для микро-

организмов, обладающих системой фотореактивации (фоторепарации). 

7. В одних случаях используется комбинированное, сопряженное воздействие 

стрессоров и антистрессоров, в других – используются лишь антистрессорные, про-

текторные факторы. Необходимыми задачами являются выбор комбинации стресс- и 

антистрессорных факторов, их количественных сочетаний и условий воздействия, при 

которых проявляются положительные эффекты. Так, в условиях контролируемого ок-

сидативного стресса положительные эффекты наблюдались при воздействии различ-

ных форм АФК (пероксид водорода, УФА-излучение, анолит электрохимического 

разложения) на фоне освещения среды видимым светом низкой интенсивности. В от-

сутствие видимого света такие показатели микробиологических процессов, как выход 

биомассы и других целевых продуктов, физиологическая активность микроорганиз-

мов, эффективность потребления субстратов ухудшаются, что и должно происходить 

в соответствии с классическими представлениями о стрессе. 

8. Необходимость воздействия оптимальных доз стресс- и антистресс-факторов.  

9. Достаточность использования малых доз стресс-факторов, низкоэнергетиче-

ских воздействий. 

10. Возможность одновременного прооксидантного и антиоксидантного дей-

ствия факторов окружения: видимого света и химических факторов, в том числе ком-

понентов питательных сред и продуктов метаболизма. 

11. Необходимость преадаптации микробной популяции к сублетальному стрес-

су путем последовательного пассирования клеточных линий в присутствии стрессоров 

и антистрессоров, при этом повышение устойчивости предобработанных клеток к 

стрессорам может быть временным и полностью прекращаться в отсутствие стрессо-

ра, что характеризует процесс как временную адаптацию, но не селекцию резистент-

ных субпопуляций, т.е. возникает адаптивная устойчивость популяции к стрессору. 

Во многих случаях для преадаптации необходимо провести от 3 до 8 пассажей (10–30 

микробных генераций) на среды с постепенным повышением вносимой дозы стресс-
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факторов, например, с внесением H2O2 в дозе 1–10 мг/л (для первого пассажа) до 100–

500 мг/л (для 5-го пассажа) на фоне освещения сосудов с культивируемыми микроор-

ганизмами фоновым светом лаборатории. В процессе адаптации изменения могут 

быть обусловлены индукцией и поддержанием в течение некоторого времени систем 

стресс-ответа и репарации, помогающим клеткам преодолевать неблагоприятное воз-

действие стрессоров. 

12. Необходимость определения длительности сохранения адаптационных 

свойств в отсутствие воздействия стресс-фактора. После прекращения воздействия 

устойчивость к стрессору сохраняется лишь на протяжении 1–3-х последовательных 

пассажей (около 8–12 микробных генераций), и культура возвращается к исходному 

состоянию. Соответственно, достижение положительных эффектов нивелируется не-

стабильностью полученных клонов в процессе пассирования, сопровождающейся 

утратой адаптивных преимуществ и потерей приобретенных свойств.  

13. Возможность перекрестных реакций между различными системами ответа на 

оксидативный стресс, например, клетки дрожжей, стрессированные замораживанием-

размораживанием, становятся чувствительными к видимому свету; клетки дрожжей, 

приобретающие адаптивную устойчивость к H2O2, более устойчивы к закислению 

среды; клетки дрожжей приобретают чувствительность к видимому свету и после об-

лучения мягким ультрафиолетом, и после воздействия на них пероксидом водорода; 

клетки молочнокислых бактерий, подвергнутые тепловому шоку, становятся чувстви-

тельными к видимому свету. 

14. Зависимость положительных эффектов от плотности популяции, оптимально-

го физиологического состояния, фазы роста микроорганизмов, дозы стрессоров, кон-

центрации субстрата, условий аэрации, циклов адаптации микроорганизмов к воздей-

ствию стрессора. Так, чем больше плотность дрожжевой популяции и активнее ее 

рост, тем выше активность каталазы и быстрее происходит распад H2O2. Совместное 

позитивное действие H2O2 и видимого света проявляется в наибольшей степени, если 

плотность популяции микроорганизмов превышает 0,4–0,6 г асв/л и микроорганизмы 

находятся в активной фазе роста.  

Таким образом, на основе выявленных особенностей разработаны высокоинтен-

сивные, экологически чистые, малоотходные, экономически рациональные методы 

ферментации для получения биомассы микроорганизмов с высоким содержанием це-

левых компонентов, уровнем накопления внеклеточных продуктов. Предложены раз-

личные варианты культивирования: в мембранном биореакторе, системы культивиро-

вания «Гибридный биореактор», «Искусственная пероксисома» и «Солнечный биоре-

актор», моделирующие условия обитания и совмещенные процессы, протекающие в 
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природных средах. Применительно к очистке сточных вод обнаруженные эффекты 

позволяют вести разработку как высокопроизводительных малосточных систем 

аэробной очистки и биологической переработки высококонцентрированных стоков с 

повышением компактности очистных реакторов в несколько раз, так и совершенство-

вать традиционные технологии биологической очистки на основе активных илов и 

биопленок очистных биореакторов (аэротенков, биотенков, биофильтров и др.) со 

снижением количеств остаточных загрязнений в потоке сточной воды на выходе в 2–3 

раза, избыточного ила, биогенных элементов, устранением проблемы вспухаемости 

ила, при высокой устойчивости к перерывам в подаче субстрата, к лимитированию 

биоокисления кислородом, компонентами питания, при снижении площадей, занима-

емых новыми вводимыми в эксплуатацию очистными сооружениями, а также эксплу-

атационных и капитальных затрат.  

Реализация предложенных решений в промышленных условиях не потребует 

больших затрат и существенной модернизации биореакторов или очистных сооруже-

ний. Например, при культивировании галобактерий и выделении бактериородопсина 

потребуется монтаж узла адсорбции для извлечения адсорбентом из среды непосред-

ственно в ходе ферментации прооксидантов – продуктов фотохимического и химиче-

ского окисления компонентов среды, ингибирующих рост галобактерий и синтез бак-

териородопсина, монтаж линии подготовки адсорбента, модернизация системы кон-

троля и управления ферментационным процессом, а также модернизация процедуры 

хранения культуры-продуцента и подготовки посевного материала. Для биореакторов 

с освещением ферментационной среды – возможно оснащение ферментера внешним 

циркуляционным контуром со стеклянной трубой (прозрачной оболочкой) и освеще-

нием содержимого через стеклянную трубу. Для аэротенков очистных сооружений 

или мембранных биореакторов – установка дополнительной емкости для реагента – 

источника АФК, монтаж дополнительных источников света, ведение мониторинга за 

солнечной инсоляцией или искусственным освещением на поверхности аэротенков. 
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ВЫВОДЫ 

 

1. Впервые системно изучено и показано, что совмещение по месту и времени 

абиотических и биотических процессов трансформации веществ в единой экологиче-

ской нише, стрессорных и антистрессорных факторов с использованием направлен-

ных адаптационных изменений в популяциях микроорганизмов позволяет существен-

но расширить возможности управляемого культивирования микроорганизмов и улуч-

шить технологические, экологические и экономические показатели биосинтеза и би-

одеструкции органических веществ. 

2. Основываясь на существующих литературных и собственных эксперименталь-

ных данных выдвинуто предположение, что обнаруженная возможность определенного 

положительного совместного воздействия стрессорных и антистрессорных факторов на 

микроорганизмы, на показатели биосинтеза обусловлена: 1) адаптивной эволюцией и 

внутрипопуляционными изменениями; 2) изменением внутриклеточного метаболизма 

под действием факторов оксидативного стресса; 3) регуляторными функциями низких 

концентраций пероксида водорода и других АФК; 4) индукцией фоточувствительных 

систем ответа на оксидативный стресс, вероятно, системы фоторепарации и кросс-

реакций метаболически связанных с фоторепарацией других систем ответа на стресс.  

3. Научно обоснованы пути совершенствования микробиологических систем 

культивирования и биологической очистки с использованием совмещенных процессов 

и гибридных биореакторов: высокоплотностного культивирования, мембранного био-

реактора, адсорбционой культуры, воздействия пероксида водорода и видимого света, 

мягкого ультрафиолета и видимого света, средств, которые подавляют абиотические 

реакции, протекающие в ходе ферментации, и тем самым устраняют неблагоприятное 

воздействие продуктов фотохимических и химических реакций на клетки микроорга-

низмов или, напротив, индуцируют у микроорганизмов системы ответа на оксидатив-

ный стресс.  

4. Экспериментально установлены диапазоны доз стрессоров (H2O2 и других 

АФК) и антистрессоров, другие условия для достижения наибольшего положительно-

го эффекта, при которых наблюдаемые физиологические изменения в популяциях 

микроорганизмов улучшают технико-экономические и экологические показатели 

процессов биосинтеза и биодеструкции.  

5. Положительный эффект совместного воздействия стресс- и антистресс-

факторов в отношении биологической очистки сточных вод проявляется при исполь-

зовании различных активных форм кислорода (H2O2, анолит электрохимического раз-

ложения раствора NaHCO3 и др.), при различных способах очистки, нагрузках, содер-
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жании загрязнений (ХПК, биогенных элементов) в исходной воде, температурах, ре-

жимах внесения H2O2, с флокулами и гранулами активного ила, биопленками.  

6. В условиях совмещенных процессов и селективного оптимального оксидатив-

ного стрессового воздействия в ходе ферментации возможно: 

– получение биомассы кормовых дрожжей в режиме высокоплотностного культи-

вирования с подпиткой субстратом с содержанием биомассы 150–170 г/л (по асд) с по-

вышением продуктивности биореактора по биомассе дрожжей с 2,5–3 г асд/л.ч – в пе-

риодическом без подпитки субстратом или в непрерывном хемостатном режиме и до 4–

7 г асд/л.ч – в высокоплотностном режиме с подпиткой субстратом, повышением выхо-

да биомассы от субстрата на 5–15%, содержания белка в биомассе на 7–10%, устойчи-

вости к высоким концентрациям субстратов и другим стресс-факторам без появления 

признаков ингибирования роста и физиологической активности продуктами метабо-

лизма с одновременным снижением содержания остаточных концентраций субстратов 

и внеклеточных продуктов метаболизма, обеспечением 30–50%-ой экономии пита-

тельных солей, снижением количества сточных вод и концентрации остаточных загряз-

нений в них в 5–10 раз, без необходимости в энергоемких стадиях сгущения биомассы, 

что позволяет снизить суммарные затраты на сырье и энергию на 15–20%; 

– повышение жизнеспособности клеток дрожжей-сахаромицетов в процессе 

спиртового брожения до 95–99% и их бродильной активности на 10–40%, выхода эта-

нола на 2–5%, при одновременном сокращении времени брожения в периодических 

условиях на 30%, повышении устойчивости дрожжей к закислению среды, более дли-

тельном сохранении физиологической активности клеток и продуктивности биореакто-

ра, снижении общей обсемененности и содержания остаточных субстратов и примесей 

в сброженном сусле в 1,5–3 раза и совокупных эксплуатационных затрат на 1,5–20%; 

– повышение производительности биореакторов до 10 раз с достижением про-

дуктивности до 50 г/л.ч при культивировании молочнокислых бактерий – продуцен-

тов молочной кислоты в мембранном биореакторе в отъемно-доливном режиме при 

содержании молочной кислоты 100 г/л, степени конверсии глюкозы в молочную кис-

лоту 95–97%, с одновременным повышением выхода молочной кислоты из углевод-

ного субстрата на 2–5%, снижением расхода дорогостоящих ростовых факторов в 2–3 

раза, снижением содержания примесей в фильтрате культуральной жидкости и в по-

лучаемом полупродукте на стадии выделения молочной кислоты, безостановочным 

ведением процесса в течение несколько недель и более без отвода накапливаемой из-

быточной биомассы, упрощением поддержания асептических условий и доминирова-

нием культуры в мембранном биореакторе, снижением количества образуемой избы-

точной биомассы до величин не более 4,5 г/кг молочной кислоты, что ниже в 10 раз по 
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сравнению с традиционным методом периодического культивирования при полном 

отсутствии гипса как отхода, и, как следствие, улучшением экономических и экологи-

ческих показателей процесса и достижением конкурентоспособной цены – не выше 

900–1200 EUR за тонну МК; 

– повышение производительности биореакторов до 20 раз при культивировании 

галобактерий и биосинтезе бактериородопсина по варианту адсорбционной культуры 

с подпиткой субстратом с минимальным содержанием каротиноидов, что позволяет за 

один цикл повысить: уровень накопления биомассы в среде культивирования с 4–4,5 г/л 

(по асб) с суммарным содержанием БР 70–75 мг/л за 6–7 сут. для обычной периодиче-

ской ферментации до 30–50 г/л биомассы и 1700–1750 мг/л БР за 8 сут. ферментации, с 

удельным содержанием бактериородопсина в биомассе 2–4%, что значительно упроща-

ет технологию выделения бактериородопсина, а также в несколько раз снижает объем 

высокоминерализованных жидких стоков, затраты на выделение бактериородопсина в 

составе пурпурных мембран и стоимость бактериородопсина от нескольких десятков 

до нескольких сотен раз (до 1 руб/мг) при обеспечении высокого качества получае-

мых образцов пурпурных мембран; 

– повышение устойчивости биосинтетической активности рекомбинантных 

штаммов за счет снижения скорости реверсии к прототрофным вариантам из-за проок-

сидантного действия компонентов среды культивирования, в частности, рибофлавина. 

7. Проведение биологической очистки в условиях селективного и оптимального 

оксидативного стрессового воздействия активными формами кислорода позволяет: 

– перерабатывать высококонцентрированные токсичные стоки, в частности фе-

нолсодержащие, в режиме интенсивного культивирования с подпиткой субстратом 

(суммарно до 100 г/л и более по фенолу), лимитируемого только массообменными воз-

можностями биореакторов, с полной минерализацией органического вещества без 

накопления продуктов, ингибирующих биологическое разложение, с минимальным 

образованием избыточного активного ила, вторичных сточных вод и остаточных за-

грязнений; 

– при типичной нагрузке по ХПКвх. 500–2000 мг/л.сут. снижать ХПКвых. в процес-

сах одностадийной аэробной биологической очистки сточных вод в аэротенках про-

точного типа с вторичным отстойником до величин, близких к нулю с одновремен-

ным повышением степени удаления соединений азота и фосфора; 

– повышать скорость образования и стабильность биопленок и гранул активного 

ила в аэробных условиях и SB-реакторах, эффективность удаления органических за-

грязнений и биогенных элементов в SB-реакторах; 
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– поддерживать агрегатное состояние и морфологию активного ила, снижающих 

кольматацию мембран в системах биологической очистки на основе мембранных био-

реакторов (система «искусственная пероксисома»), что важно для поддержания ста-

бильности работы и проницаемости МБР; 

– реализовать процесс с оптимальным оксидативным стрессовым воздействием с 

улучшением показателей аэробной биологической очистки по ХПКвых. в 1,5–3 раза на 

действующих сооружениях с активным илом, биопленкой, гранулами ила без их су-

щественной модернизации, при этом в наиболее экономичном варианте при фактиче-

ском отсутствии капитальных затрат дополнительные суммарные эксплуатационные 

затраты на очистку сточных вод составят не более 10–30% от затрат на аэрацию. При 

одном и том же качестве очистки – повысить нагрузку и окислительную мощность со-

оружений в 1,5–2 раза, снизить площади, занимаемые новыми вводимыми в эксплуата-

цию очистными сооружениями, а также совокупные эксплуатационные и капитальные 

затраты на 10–15%. Разработанная технология с регулируемым оксидативным стрессо-

вым воздействием может быть отнесена к наилучшей доступной из существующих на 

сегодня технологий одностадийной аэробной биологической очистки. 

8. На основе полученных результатов: 

– разработан разовый технологический регламент и базовая схема технологиче-

ского процесса на получение L-молочной кислоты в виде лактата аммония в составе 

постферментационной среды (бесклеточной культуральной жидкости, КЖ) методом 

микробиологического синтеза из различных видов глюкозосодержащего сырья для 

последующего производства L-молочной кислоты полимерного качества на опытной 

установке, мощностью не менее 1300 тонн в год по потребляемой глюкозе. Получае-

мая бесклеточная КЖ предназначена для последующего выделения молочной кислоты 

(в виде бутиллактата), получения лактида и полилактида в количестве 500 т/год по 

полилактиду; 

– проведены опытно-промышленные испытания на сооружениях биологической 

очистки хозяйственно-бытовых стоков, подтвердившие эффективность технологии с 

оптимальным оксидативным стрессовым воздействием с достижением ХПК и содержа-

ния взвешенных веществ на выходе из очистных сооружений, близких к нулю, а также 

поддержанием высокой эффективности нитрификации в режиме с полным возвратом 

ила. 

Часть исследований проведена: с участием фирмы «Энвиро-Хеми ГмбХ» 

(Германия) – при очистке сточных вод предприятий ОАО «Пивоваренная компания 

«Балтика» в гг. Самара и Хабаровск, Вороновского завода по производству солода 

(Моск. обл.); Серебряно-Прудского биохимического завода (Моск. обл.) – при 
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изучении процессов спиртового брожения и обезвреживании зерно-спиртовой барды в 

анаэробных и аэробных системах с гранулированным илом; с Университетом Тонцзи 

(г. Шанхай, КНР) – при изучении процессов биологического удаления азота и методов 

борьбы с микроводорослями и цианобактериями с использованием оксидативного 

стрессового воздействия при эвтрофикации водоемов; с ФГУП НПО «Астрофизика» – 

при изучении воздействия АФК и видимого света на процессы культивирования 

дрожжей и биологической очистки сточных вод; с ГосНИИсинтезбелок – при изуче-

нии процессов культивирования кормовых дрожжей и получения галобактерий; с 

ФГУП ГосНИИгенетика – при изучении процессов культивирования галобактерий и 

биосинтеза бактериородопсина (Складнев Д.А.), а также процессов культивирования 

рекомбинантных штаммов-продуцентов рибофлавина (Миронов А.С.); с ИМГ РАН – 

при изучении процессов образования биопленок (Хмель И.А.); с НПФ ТЭКО – при 

изучении процессов биологической очистки в мембранном реакторе (Свитцов А.А.); с 

ООО «ТДС» – при проведении испытаний биологической очистки хозяйственно-

коммунальных стоков на поселковых и городских очистных сооружениях (Мелиоран-

ский А.В.), а также в сотрудничестве с кафедрой нефтехимического синтеза РХТУ – 

при разработке технологии получения молочной кислоты и кафедрой промышленной 

экологии РХТУ – при изучении процессов гранулообразования с воздействием актив-

ных форм кислорода. 

Часть из предложенных решений не имеют отечественных и мировых аналогов. 

На разработанные способы совершенствования биотехнологических процессов полу-

чены патенты РФ: № 2188164 от 27.08.02, № 2209186 от 26.12.2003, № 2268924 от 

23.11.2004 г., № 2323226 от 30.05.2006, № 2323251 от 30.05.2006, № 2394098 от 

10.06.2009, № 2586155 от 05.03.2015, № 2712703 от 30.01.2020. 
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