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В биореакторе последовательно-периодического действия прослежены изменения структуры 
и свойств обогащенного фосфат-аккумулирующими микроорганизмами (ФАО) сообщества после 
сдвига рН в слабокислую область (рН 6.7‒7.1). Доля Candidatus Accumulibacter снизилась с 43.6 
до  13.9%, тогда как возросло количество потенциальных ФАО, относящихся к  Dechloromonas 
и Thauera. При этом доля суммарного количества ФАО изменилась незначительно и составила 
40‒43%. Доля основных конкурентов ФАО – гликоген-аккумулирующих микроорганизмов (ГАО) 
в  течение эксперимента оставалась незначительной: фрагменты гена 16S рРНК Competibacter 
до и после изменения рН составили 2‒4%. Снижение рН привело к падению количества выделяе-
мых в анаэробной фазе фосфатов, однако количество фосфора в биомассе и его удаление оставалось 
высоким – 15‒17 и 92‒94% соответственно.
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Жизнедеятельность осуществляющих биоло-
гическое удаление фосфора фосфат-аккумулиру-
ющих организмов (ФАО) зависит от многих фак-
торов: температуры, рН, состава и концентрации 
органических и неорганических субстратов, кон-
центрации кислорода, режима работы биореакто-
ра (Zhao et al., 2022). Один из важнейших факто-
ров, определяющих эффективность биологических 
процессов очистки сточных вод от биогенных эле-
ментов, – кислотность среды. В биореакторах с ак-
тивным илом значение рН  лежит, как правило, 
в пределах 6‒9. В этом диапазоне влияние кислот-
ности на эффективность удаления органического 
вещества и денитрификацию не критично, тогда 
как ФАО и нитрифицирующие микроорганизмы 
более чувствительны к варьированию кислотно-
сти (Metcalf, Eddy, 2018). Следует отметить, что 
при высоких концентрациях аммонийных соеди-
нений и нитритов влияние рН может быть связано 
не с внеклеточной концентрацией протонов, а с ин-
гибированием биологических процессов аммиаком 

или недиссоциированной формы азотистой кисло-
ты, доля которых возрастает, соответственно, с по-
вышением или понижением значения рН (Liu et al., 
2019; Andreadakis et a., 2021).

В ряде работ показано, что биологическое уда-
ление фосфора (P) в  интервале рН 6.5‒8.6 воз-
растает с увеличением рН, и оптимум лежит, как 
правило, в слабощелочных условиях (рН 7.1‒8.0) 
(Schuler, Jenkins, 2002; Pijuan et  al., 2004; Zhang 
et al., 2005; Chen, Gu, 2006). Считается, что основ-
ная причина снижения фосфат-аккумулирующей 
способности консорциума – результат конкуренции 
за субстрат между гликоген-аккумулирующими ор-
ганизмами (ГАО) и ФАО, и при снижении рН пре-
имущество получают ГАО. Эти микроорганизмы 
имеют сходный с ФАО циклический тип метаболиз-
ма, но не обладают способностью к циклированию 
фосфатов при смене анаэробно/аэробных условий 
(Serafim et al., 2002; Oehmen et al., 2005). В отличие 
от ФАО, ГАО в анаэробный период цикла погло-
щают органическое вещество не за счет энергии 
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гидролиза полифосфатов, а  за  счет использова-
ния внутриклеточного гликогена. В работах (Filipe 
et al., 2001а, 2001b) было показано, что в анаэробной 
фазе SBR-цикла с повышением рН преимущество 
получают ФАО за счет поддержания высокой ско-
рости потребления ацетата, сопряженным с гидро-
лизом полифосфатов. В аэробной фазе при сниже-
нии рН до 6.5 активность ФАО (прирост биомассы, 
расход полигидроксиалканоатов) падает, тогда как 
у ГАО активность в этом диапазоне практически 
неизменна. Увеличение преимущества ФАО при по-
вышении рН установлено на примере активного ила 
и культур, обогащенных такими представителями 
ФАО как Са. Accumulibacter и Tetrasphaera (Nguyen 
et al., 2023), причем эта закономерность проявлялась 
при использовании не только ацетата, но и других 
субстратов, используемых ФАО (Oehmen et al., 2005; 
Chen, Gu., 2006; Zhang et al., 2007).

Для биологического удаления фосфора наи-
более нестабильной оказалась область значений 
рН 6.5‒7.0. Даже при незначительном сдвиге рН 
в эту область наблюдались радикальные измене-
ния состава сообщества и падение эффективности 
удаления фосфора (Zhang et al., 2005; Tu, Schuler, 
2013). Несмотря на то, что слабокислые условия ха-
рактерны для биореакторов очистки сточных вод, 
функциональные свойства и структура сообщества 
ФАО в этой области остаются малоизученными.

Учитывая, что рН может иметь критическое зна-
чение для существования в микробном сообществе 
ФАО и эффективности удаления фосфора, в насто-
ящей работе мы исследовали реакцию обогащен-
ной ФАО культуры на сдвиг рН из благоприятной 
в неблагоприятную для ФАО слабокислую область. 
Исходной культурой было обогащенное Ca. Accu-
mulibacter сообщество, сформировавшееся в лабора-
торном реакторе последовательно-периодического 
действия (SBR – Sequencing Batch Reactor) в тече-
ние длительного времени культивирования (более 
2 лет) в слабощелочных условиях.

Выращивание микробного сообщества про-
водили в SBR с рабочим объемом 2 л в цикличе-
ских условиях, способствующих развитию ФАО, 
при температуре 20 ± 0.5°С. Один SBR-цикл про-
должительностью 6 ч включал последовательные 
фазы: подача свежей среды, анаэробная и аэробная 
фазы, отстаивание и вывод избыточной (прирос-
шей) биомассы. Время удержания биомассы со-
ставило 17.5 сут. Экзогенным источником углерода 
и энергии служил ацетат (Ац). Отношение ацетат/
фосфор в исходной среде составляло 12 мг Ац/мг Р. 
Для регулирования рН в исходную среду добавляли 
0.1 н HCl. В пробах из биореактора определяли вес 
сухой биомассы (СБ), концентрации растворен-
ных фосфатов и ацетата. Основные характеристики 
биореактора, состав среды и методы исследования 
детально описаны нами ранее (Pelevina et al., 2023). 
Таксономический состав сообщества определяли 

методом высокопроизводительного секвенирова-
ния фрагментов гена 16S рРНК, описанным ранее 
(Пелевина и соавт., 2021).

Содержание фосфора в биомассе рассчитывали 
по формуле

P%= 100 × (Pin ‒ Pout) × SRT/(СБ × HRT),

где Pin и Pout – концентрации P-PO4 в подающейся 
и отводящейся среде (мг/л), SRT – время удержа-
ния биомассы (ч), HRT – гидравлическое время 
пребывания в биореакторе (ч).

В исходной культуре до изменения кислотно-
сти в течение SBR-цикла рН циклически изменял-
ся от близкого к нейтральному (рН 7.0‒7.1) в анаэ-
робной фазе до 7.5‒8.3 в аэробной фазе, что соот-
ветствовало типичной динамике рН, характерной 
для обогащенных ФАО культур. Известно, что 
без рН-корректировки изменение рН  в  биоре-
акторе связано с потреблением ацетата, а также 
с циклом поглощения/выделения фосфатов и вы-
бросом углекислоты (Serralta et al., 2006). В этот пе-
риод культура проявляла типичный ФАО-фенотип: 
в анаэробную фазу весь ацетат потреблялся, что со-
провождалось выходом фосфатов в среду, в аэроб-
ную фазу фосфаты почти полностью поглощались 
(рис. 1). Отношение выделенного в  анаэробной 
фазе фосфора к потребленному ацетату (Р/Ац) со-
ставило 1.1‒1.6 Р-моль/Ац-моль.

После изменения кислотности значения рН 
в анаэробной и аэробной фазах снизились до 6.6–
6.8 и 6.9–7.4 соответственно. Ацетат в анаэробной 
фазе полностью потреблялся, однако количество 
выделенного фосфата снизилось вдвое, и Р/Ац по-
низилось до 0.5–0.6 Р-моль/Ац-моль. Этот факт 
соответствует существующим представлениям 
о снижении расхода энергии на транспорт ацетата 
при более низких рН и, соответственно, снижении 
гидролиза внутриклеточных полифосфатов и вы-
бросу ортофосфата из клеток ФАО (Filipe et  al., 
2001c). Вместе с тем содержание фосфора в био-
массе в конце аэробной фазы оставалась высоким 
(15–16%), и  эффективность удаления фосфатов 
в течение эксперимента существенно не измени-
лась, составив 92–94%.

После сдвига рН произошли изменения таксо-
номического состава сообщества (рис. 2).

Доля Ca. Accumulibacter в течение 58 сут сни-
зилась с 43.6 до 13.9 %, тогда как доли двух других 
таксонов, включающих представителей ФАО,  – 
Dechloromonas и  Thauera возросли с 2.24 до 11.83 
и  с  0.82 до 17.58% соответственно. Замещения 
ФАО типичными представителями группы ГАО 
мы  не  наблюдали: в  течение эксперимента доля 
фрагментов гена 16S рРНК основного представи-
теля ГАО – Са. Competibacter была незначительной 
и составляла 1–4%. Подобное частичное замещение 
Са. Accumulibacter представителями Dechloromonas 
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в  слабокислой области отмечено в  работе (Tu, 
Schuler, 2013): выращивание ФАО-сообщества при 
рН 6.4–7.0 (но при обязательном условии низ-
кой концентрации ацетата в биореакторе) приве-
ло к снижению доли ОТЕ Са. Accumulibacter с 80 
до 60%, тогда как доля Dechloromonas увеличилась 

до 16%. При этом в сумме представители этих так-
сонов составили 76–80%, и сохранился ФАО-фено-
тип культуры.

Dechloromonas и Thauera обычно относят к де-
нитрифицирующим ФАО, способным использо-
вать в качестве конечных акцепторов электронов 

Рис. 2. Изменение таксономического состава сообщества после смены рН.

Рис. 1. Динамика концентрации фосфатов (1) и ацетата (2) в биореакторе в течение одного SBR-цикла: а – до сни-
жения рН; б – через 39‒58 сут после снижения рН. Концентрация ацетата в первой точке (12:00) рассчитана с ис-
пользованием концентрации ацетата в подающейся среде.
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как кислород, так и нитраты и нитриты (Wang, He, 
2020; Petriglieri et  al., 2021). Однако протекание 
значимой для материального баланса денитрифика-
ции в наших экспериментах маловероятно: концен-
трация нитратов в подающейся в биореактор среде 
не превышала 2 мг N-NO3/л, для ингибирования 
нитрификации (как основного продуцента нитра-
тов и нитритов) мы добавляли в среду тиомочеви-
ну, а концентрация кислорода на протяжении 80% 
аэробного периода превышала 3 мг О2 /л (рис. 3).

Мы полагаем, что Dechloromonas и Thauera прояв-
ляли типичный ФАО-фенотип, используя кислород 
в качестве акцептора электронов, что обеспечило 
сохранение высокой эффективности удаления фос-
фора после сдвига рН. Участие Thauera в анаэробно/
аэробном удалении фосфора подтверждается в ра-
ботах Wang and He (2020) и Ren et al. (2021), уста-
новивших, что выделенные ими штаммы Thauera 
были способны к ФАО-фенотипу, используя в ка-
честве акцептора электронов кислород. На участие 
Thauera в циклировании фосфатов косвенно ука-
зывает и значительное снижение отношения Р/Ац 
в анаэробной фазе SBR-цикла после сдвига рН. 
Ожидаемое, в соответствии с существующими пред-
ставлениями о “классическом” метаболизме ФАО, 
расчетное падение отношения Р/Ац, не должно пре-
высить 15‒25% (Filipe et al., 2001), тогда как реаль-
ное снизилось вдвое. Это можно объяснить “раз-
бавлением” Ca. Accumulibacter представителями 
Thauera, имеющими более низкое отношение Р/Ац 
(Ren et al., 2021). Таким образом, в наших экспери-
ментах после снижения рН произошло частичное 
замещение Ca. Accumulibacter другими представи-
телями ФАО ‒ Dechloromonas и Thauera, при этом 
суммарная доля ФАО в сообществе изменилась не-
значительно и составляла 40‒43%.

Результаты нашей работы указывают на то, что  
в  слабокислых условиях способные к денитри- 

фикации представители ФАО Dechloromonas 
и Thauera при использовании в качестве акцептора 
электронов кислорода становятся более конкурен-
тоспособными по отношению к Са. Accumulibacter 
и ГАО.

Наши результаты расходятся с  результатами 
ряда работ, выполненных в  этом направлении. 
Было показано, что снижение значения рН  с 7 
до 6.5 в течение 14 сут привело к потере ФАО-фе-
нотипа и падению способности накапливать и уда-
лять фосфор с 99.9 до 17% (Zhang et al., 2005). При 
этом авторы отметили кардинальную смену состава 
сообщества. В работе (Fukushima et al., 2010) сни-
жение уровня рН в кислую область привело к сни-
жению популяции Ca. Accumulibacter и падению 
фосфат-аккумулирующей способности культуры. 
Эти расхождения могут быть связаны с различиями 
в условиях проведения экспериментов и в составе 
изучаемых микробных сообществ:

(1) в  экспериментах (Zhang et  al., 2005) 
и  (Oehmen et  al., 2005) на  протяжении SBR-
цикла рН поддерживался на постоянном уровне, 
тогда как в  нашей работе в  течение SBR-цикла 
рН не контролировался, и диапазон варьирования 
рН  составил в  среднем 6.7‒7.1 единиц. В  связи 
с этим следует отметить публикации, свидетель-
ствующие о том, что для ФАО оптимальными явля-
ются условия с переменным (неконтролируемым) 
рН, тогда как при фиксированном на протяжении 
SBR-цикла рН преимущества получают ГАО (Jeon 
et al., 2001; Serafim, 2002);

(2) результаты ряда работ указывают на то, что 
для доминирования ФАО рН в аэробный период 
должен превышать 7.0 (Filipe et al., 2001a). Возмож-
но, что значение рН 6.5 ‒ критическая точка для 
анаэробного периода, ниже которой происходит 
быстрая смена ФАО-сообщества на ГАО-сообще-
ство, тогда как в нашей работе рН 6.5 не достигался.
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Рис. 3. Динамика концентрации растворенного О2 в течение одного SBR-цикла. 0‒3 ч – аэробный период; 3‒6 ч – 
анаэробный период. Стрелкой отмечено начало подачи субстрата (ацетата).
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Таким образом, даже незначительный сдвиг 
рН в слабокислую область в течение 1‒2 мес. при-
водит к существенному изменению состава обо-
гащенного ФАО микробного сообщества, однако 
доля ФАО (по крайней мере, при рН  выше 6.5) 
в  значительной мере сохраняется, и  замещения 
ФАО конкурентной группой ГАО не происходит. 
При этом содержание фосфора в биомассе и эффек-
тивность удаления фосфора остаются на постоян-
ном высоком уровне.
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SHORT COMMUNICATIONS

Influence of pH Shift on the Community Enriched  
in Phosphate-Accumulating Microorganisms  
in a Sequential-Periodic Action Bioreactor

A. G. Dorofeev 1, *, A. V. Pelevina 1, E. V. Gruzdev 2, A. V. Mardanov 2, N. V. Pimenov 1

1 Winogradsky Institute of Microbiology, FRC Fundamentals of Biotechnology RAS, Moscow, 119071, Russia
2 Skryabin Institute of Bioengineering, FRC Fundamentals of Biotechnology RAS, Moscow, 119071, Russia
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Abstract. In a sequentially periodic bioreactor, changes in the structure and properties of a community 
enriched with phosphate-accumulating microorganisms (PAO) after a shift in pH to more acidic values 
(pH 6.7–7.1) were traced. The proportion of Candidatus Accumulibacter decreased from 43.6 to 13.9%, 
while the number of potential FAOs belonging to Dechloromonas and Thauera increased. At the same 
time, the share of the total amount of FAO changed slightly and amounted to 40–43%. The share of the 
main competitors of FAO ‒ glycogen-accumulating microorganisms (GAM) during the experiment 
remained insignificant: Competibacter 16S rRNA gene fragments before and after pH changes amounted 
to 2‒4%. A decrease in pH led to a drop in the amount of phosphates released in the anaerobic phase, 
but the amount of phosphorus in the biomass and its removal remained high ‒ 15–17 and 92–94%, 
respectively.

Keywords: biological phosphorus removal, phosphate accumulating bacteria (PAB), water treatment, Ca. Ac-
cumulibacter, Dechloromonas, Thauera
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