
  В Е С Т Н И К  П Н И П У  
2021 Химическая технология и биотехнология № 1 

 14 

DOI: 10.15593/2224-9400/2021.1.02 
УДК 628.35, 579.63 
 

Н.И. Кириллова1, И.А. Дегтярева1, 2,  
Т.В. Вдовина2, А.С. Сироткин2 

1Татарский научно-исследовательский институт агрохимии  
и почвоведения – обособленное структурное подразделение 

 ФИЦ КазНЦ РАН, Казань, Россия 
2Казанский национальный исследовательский  
технологический университет, Казань, Россия 

ИЗМЕНЕНИЕ МЕТАБОЛИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ 
НИТРИФИЦИРУЮЩИХ БАКТЕРИЙ В ПРОЦЕССЕ  

ДЛИТЕЛЬНОГО ХРАНЕНИЯ 

Приведены данные оценки изменения активности накопительных культур 
аммонийокисляющих (АОМ) и нитритокисляющих (НОМ) микроорганизмов, выде-
ленных из активного ила городских очистных сооружений г. Зеленодольск Республи-
ки Татарстан. В процессе длительного хранения изучен метаболизм трех культур 
нитрифицирующих бактерий – НОМ К2, НОМ К1 и АОМ К2. Культура НОМ К2 об-
ладает нитритокисляющей способностью. При культивировании в среде обнаруже-
ны продукты жизнедеятельности – нитраты, однако рассчитать метаболическую 
активность не представляется возможным из-за отсутствия снижения концен-
трации нитритов. У двух других культур после хранения методом субкультивирова-
ния (с регулярными пересевами) выявлена метаболическая активность. Так, у куль-
туры НОМ К1 наблюдается уменьшение удельной скорости окисления субстрата 
в 2,8 раза относительно начального значения. При этом экономический коэффици-
ент, отражающий количество образованного продукта из потребленного субстра-
та, возрастает в 1,4 раза. После хранения у НОМ К1 выявлен прирост биомассы на 
14 сут периодического культивирования, который не отмечен у свежевыделенной 
культуры. Экономический коэффициент и удельная скорость окисления субстрата 
культурой АОМ К2 после длительного хранения выше, чем свежевыделенной культу-
рой в среднем в 2,3 и 3,6 раза, соответственно, что позволяет рассматривать ее 
как культивируемую в лабораторных условиях и восприимчивую к субкультивирова-
нию. Итак, субкультивирование с регулярными пересевами на питательные среды 
является оптимальным методом хранения данных культур. Культуры АОМ К2 
и НОМ К1 являются перспективными объектами для изучения процессов нитрифи-
кации и могут быть использованы в технологии биоаугментации в сооружения био-
логической очистки сточных вод. 

Ключевые слова: очистка сточных вод, нитрификация, аммонийокисляющие 
бактерии, нитритокисляющие бактерии, метаболический коэффициент, удельная 
скорость окисления субстрата, субкультивирование. 
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METABOLIC ACTIVITY CHANGE OF NITRIFYING BACTERIA 
DURING LONG-TERM STORAGE 

The data of the assessment of changes in the activity of enrichment cultures of am-
monia-oxidizing (AOM) and nitrite-oxidizing (NOM) microorganisms isolated from acti-
vated sludge of urban wastewater treatment plants in Zelenodolsk, Republic of Tatarstan. 
During long-term storage, the metabolism of three cultures of nitrifying bacteria HOM K2, 
HOM K1 and AOM K2 was studied. The NOM K2 culture has a nitrite oxidizing ability. 
During cultivation in the medium, waste products - nitrates were found; however, it is not 
possible to calculate the metabolic activity due to the absence of a decrease in the concen-
tration of nitrites. Metabolic activity was revealed in two other cultures after storage by 
subculturing (with regular replantings). Thus, in the culture NOM K1, a decrease in the 
specific rate of substrate oxidation by 2,8 times relative to the initial value is observed. In 
this case, the economic coefficient, reflecting the amount of the product formed from the 
consumed substrate, increases 1,4 times. After storage, NOM K1 showed an increase in 
biomass on 14 days of periodic cultivation, which was not observed in a freshly isolated 
culture. The economic coefficient and specific rate of substrate oxidation by the AOM K2 
culture after long-term storage are higher than that of the freshly isolated culture by an av-
erage of 2,3 and 3,6 times, respectively, which allows us to consider it as cultivated in 
laboratory conditions and susceptible to subculturing. Subculturing with regular subcul-
tures on growing medium is the optimal method for storing these cultures. Cultures AOM 
K2 and NOM K1 are promising objects for studying nitrification processes and can be used 
in bioaugmentation technology in biological wastewater treatment plants. 

Keywords: nitrification, wastewater treatment, ammonia-oxidizing bacteria, nitrite-
oxidizing bacteria, metabolic quotient, specific substrate oxidation rate, subcultivation. 

 
Основной задачей хранения культур микроорганизмов является 

поддержание их жизнеспособности, сохранение стабильности таксо-
номически важных признаков и свойств. Проблема хранения микро-
организмов сводится к созданию условий, при которых происходит 
торможение процессов обмена веществ [1, 2]. При длительном хране-
нии изменяются физиолого-биохимические свойства микроорганиз-
мов, снижаются антибиотическая или ферментативная активности. 
В процессе хранения так же, как при культивировании бактерий 
в различных условиях, может происходить диссоциация, а именно 
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расщепление однородной популяции бактерий на варианты, разли-
чающиеся генетическими, физиолого-биохимическими и морфологи-
ческими свойствами [3–5].  

Непременным условием является правильное поддержание мик-
роорганизмов с целью сохранения не только жизнеспособности клеток, 
но и их таксономически важных свойств. Пока не существует общего 
метода, применяемого для хранения многочисленных и разнообразных 
групп микроорганизмов. В связи с этим в ведомственных коллекциях 
Российской Федерации микроорганизмы хранят, используя различные 
методы, чтобы исключить возможность потери, каждый штамм сохра-
няют несколькими способами [6–8]. 

Процесс нитрификации является главным в системе очистки го-
родских стоков от соединений аммония, и от интенсивности этого 
процесса зависит качество очистки в целом. Поэтому главной задачей 
в технологии водоочистки является разработка способов интенсифика-
ции этого процесса. Благодаря способности утилизировать достаточно 
большое количество неорганических солей аммония, ассоциации нит-
рифицирующих микроорганизмов представляют интерес в технологии 
очистки сточных вод от соединений азота [9]. 

Для хранения этих бактерий используют разные методы: хране-
ние под минеральным маслом, высушивание, лиофилизация. Благода-
ря воспроизводимости и простоте использования, в лабораторных ус-
ловиях чаще всего используют метод субкультивирования для долго-
временного хранения чистых культур Nitrosomonas и Nitrobacter. 
Культуры нитрифицирующих бактерий хранят на жидкой питатель-
ной среде Виноградского. Пересевы проводят большим количеством 
посевного материала и в многократных повторностях не реже чем 
один раз в 1–3 месяца. При пересевах часть культуры пропадает, од-
нако активность оставшихся не уступает накопительным. Соблюдая 
регламенты пересевов, можно сохранить культуры в течение дли-
тельного времени [10–13]. 

Цель работы – оценка изменения активности культур нитрифи-
цирующих бактерий после длительного хранения. 

Объектами исследований служили накопительные культуры ам-
монийокисляющих (АОМ) и нитритокисляющих (НОМ) микроорга-
низмов, выделенные из активного ила городских очистных сооруже-
ний г. Зеленодольск Республики Татарстан (РТ). 

Экспериментальные исследования. Экспериментальные иссле-
дования включали в себя выделение и периодическое культивирование 



Изменение метаболической активности нитрифицирующих бактерий  

 17 

накопительных культур исследуемых бактерий до и после хранения, 
последующее определение их метаболической активности на основа-
нии изменения концентрации субстрата, продуктов метаболизма и 
числа колониеобразующих единиц (КОЕ), а именно определение эко-
номического коэффициента и удельной скорости окисления субстрата. 

Из активного ила очистных сооружений г. Зеленодольск РТ вы-
делили четыре накопительные культуры нитрифицирующих микроор-
ганизмов – две аммонийокисляющих (АОМ К1 и АОМ К2) и две нит-
ритокисляющих (НОМ К1 и НОМ К2). Периодическое культивирова-
ние проводили в колбах Эрленмейера объемом 750 мл. В жидкую 
питательную среду С.Н. Виноградского [14] (для I и II фаз) объемом 
150 мл инокулировали суспензии аммонийокисляющих и нитритокис-
ляющих бактерий в количестве 20 мл (табл. 1). Инокулят готовили пу-
тем смыва колоний с чашек Петри 20 мл стерильного физиологическо-
го раствора. 

Таблица 1 

Состав питательных сред С.Н. Виноградского 

Масса, г Компонент I фаза II фаза 
 (NH4)2SO4 2,0 – 
NaNO2 – 1,0 
K2HPO4 1,0 0,5 
MgSO4 × 7H2O 0,5 0,5 
NaCl 2,0 0,5 
FeSO4 × 7H2O 0,05 0,4 
Na2CO3 – 1,0 
CaCO3 5,0 – 
Вода водопроводная (мл)  1000 1000 

 
Инкубация проходила в течение 14 сут при 25 °С и постоянном 

перемешивании со скоростью 120 об./мин. Отбор проб для оценки ме-
таболической активности (определение концентрации ионов аммония, 
нитрит- и нитрат-ионов) [15–17] осуществляли на 0, 5, 8, 10, 12 и 14 сут, 
а оценку количества биомасссы – на 0 и 14 сут периодического культи-
вирования. Метаболический коэффициент и удельную скорость окис-
ления субстрата определяли по методике расчета процесса нитрифика-
ции [18, 19]. Выделенные культуры хранили, пересевая на питательные 
среды С.Н. Виноградского один раз в 2–2,5 месяца. Оценку метаболи-
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ческой активности микроорганизмов после длительного хранения про-
водили повторно через 24 месяца после выделения культур. Культуры 
после хранения инокулировали в жидкие питательные среды С.Н. Вино-
градского и проводили культивирование в описанных выше условиях. 

Результаты исследований. Расчеты метаболической активно-
сти выделенных культур нитрифицирующих бактерий представлены 
в табл. 2. 

Таблица 2 

Метаболическая активность культур аммонийокисляющих 
и нитритокисляющих микроорганизмов 

Биомасса*,  
КОЕ/мл 

Экономический коэф-
фициент (образование 

продукта) YP/S, %  

Удельная скорость 
окисления субстрата, 
мгN/(дм3·сут·КОЕ)  Культура 

до  
хранения 

после  
хранения

до  
хранения

после 
 хранения

до  
хранения 

после  
хранения 

АОМ К1 – Культура 
утеряна 9,4 Культура 

утеряна 9,45·10–10 Культура 
утеряна 

АОМ К2 1,7∙107 – 7,1 16,3 6,3·10–10 2,27·10–9 

НОМ К1 – 1,8·108 69,6 97,0 4,14·10–10 1,50·10–10 

НОМ К2 – – – – – – 

* За 14 сут периодического культивирования. 

Особенности длительного хранения заключаются в том, что куль-
туры при пересевах теряются. Среди четырех изучаемых культур не 
удалось сохранить АОМ К1. Это характеризует ее как особо требова-
тельную к условиям культивирования. 

Рассчитать метаболическую активность культуры НОМ К2 не 
представляется возможным в связи с отсутствием снижения концен-
трации нитритов. Однако в среде обнаружены продукты жизнедея-
тельности нитритокисляющих бактерий – нитраты. Полученные ре-
зультаты свидетельствуют о нитритокисляющей способности НОМ К2, 
но, вероятно, из-за особенностей культивирования и требовательности 
к условиям культивирования, культура не активна. Следовательно, по-
сле хранения методом субкультивирования (с регулярными пересева-
ми) выявлена метаболическая активность только у двух культур – 
АОМ К2 и НОМ К1. 

Удельная скорость окисления субстрата культурой АОМ К2  
после длительного хранения выше, чем у свежевыделенной культуры 
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в 3,6 раза, а экономический коэффициент, отражающий количество 
образованного продукта из потребленного субстрата, увеличился 
в 2,3 раза. По-видимому, это связано с повышением чистоты данной 
культуры в процессе пересевов. Это позволяет рассматривать культу-
ру как культивируемую в лабораторных условиях и восприимчивую 
к субкультивированию. 

После длительного хранения культуры НОМ К1 наблюдается 
уменьшение удельной скорости окисления субстрата в среднем в 2,8 раза 
относительно начального значения. При этом экономический коэффици-
ент возрастает в 1,4 раза, что может свидетельствовать об увеличении 
чистоты культуры НОМ К1 в процессе многократных пересевов. Кроме 
того, после хранения у нее выявлен прирост биомассы на 14 сут периоди-
ческого культивирования, что не отмечено у свежевыделенной культуры. 

Таким образом, при изучении ассоциаций нитрифицирующих 
микроорганизмов активного ила водоочистных сооружений крупного 
города отмечено присутствие эффективных штаммов, ведущих про-
цесс очистки сточных вод от соединений азота. Регулярные пересевы 
на питательные среды являются оптимальным методом хранения дан-
ных микроорганизмов. Культуры АОМ К2 и НОМ К1 перспективны 
для изучения процессов нитрификации и в дальнейшем могут быть ис-
пользованы в технологии биоаугментации в сооружения биологиче-
ской очистки сточных вод. 
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