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О Б Щ А Я  Х . \ Р А К Т Е Р Н С Т Н К А  Р А Б О Т Ы 

Актлальность  работы.  Большое  количество  современных  исслелований. 

связанных  с  высокой  токсичностью  металлов  в  волной  среде,  направлено  на  изучение 

влияния  ионов  металлов  на  устойчивость  оргашпмов.  в  том  числе  микроорганизмов. 

Результаты  подобных  исследований  являются  основой  для  разработки  методов 

биологического  \юниторинга  объектов  природных  и  техногенных  сред,  дополняющих 

лр}тие  \!етоды  экологического  .мониторинга.  При  этом  слел\­ет  о т м е т т ь .  что 

комбинирование  физико­хи.мических  и  биологаческих  (биохи.мических)  подходов 

позволяют  пол>"чить  более  полнл ю  картину  о  состоянии  окружающей  среды. 

П р и м е н т е л ь н о  к  экологическим  б1ютехнологиям  водоотведения  результаты 

биотестирования  состава  и  загрязненности  сточных  вол.  а также  биоиндикации  процессов 

их  очистки  являются  важнейшими  У СЛОВИЯМИ  Д.ЛЯ  обеспечения  высокой  эффективности  и 

надежной  экспл>атацш1  б1юлогических  очистных  сооружений.  Приоритетньы 

направлением  исследований  в  области  био\!ониторинга  процесса  очистки  сточных  вод. 

с о д е р ж а ш ж  ионы  .\1еталлов,  яв.ляется  выявление  закономерностей  реакции  биотест­

систем  и  индикаторных  организмов  на  присутствие  металлов  в  различньр;  концентрациях 

инливш>  ально.  а также  в  смесях  лрут  с дру  гом. 

Кроме  того,  определение  величин  пара.У1етров  процесса  биоочистки  сточных 

вод.  таких  как  ингибирование  У1еталлами  гидробионтов  в  водной  среде, 

лиупиирование  другиуш  компонентами  сточных  вод  как  субстратов  для 

.ушкроорганизмов  микробных  сообществ  позволит  обеспечить  полноценную 

промышленную  реализацию  биотехнологии  очистки  сточньгс  вод. 

Таким  образом,  исследования,  направленные  на  применение  различных 

биотест­систе.У!.  а  также  анализ  м и к р о б н ы х  сообществ  очистных  сооружений  в  целях 

б и о и ш и к а ц и и  процесса  очистки  химически  загрязненных  сточных  вод,  являются 

акту­альными. 

Работа  вьшолнена  по  грантам  ПрограУ1У1ы  поддержки  нау­чных  исследований  и 

образования  «.Ллгарыш»  Правительства  Респу блики  Татарстан  (2010  гол)  и  Программы 

развития  Казанского  нашюнального  исследовательского  технологического  университета 

по  плану­  стажировки  в  у ниверсетете  г.  Карлсруэ  и  в  лаборатории  очистных  сооружений 

завода  грузовых  авто.уюбилей  Daimler  .AG г.  Вёрт­на­Рейне.  Германия  в 2011  гол>'. 

Цель  работы  состояла  в  полу­чении  новьгч  экспери.У1еш­альных  данных  по 

биотестированию  водных  сред  и  оценке  процессов  биоинликации  сточных  вод. 

содержащих  ионы  нике.тя  (II)  и  хрома  (VI).  с  характеристикой  мик­робного  сообщества 



ак1ивн010  ила  и  биопленки  в  системах  биологической  очистки  метатлсодержаших 

сточных  вод  промышленных  предприятий. 

Для  достижения  поставленной  цели  необходимо  было  решить  след>тощие  задачи: 

•  оценить  токсическое  воздействие  ионов  Ni"*  и  Сг'"  на  биотест­объекты 

Paramecium  caudatum.  Daphnia  magna  и Ceriodaplmia  affinis: 

•  исследовать  влияние  различных  концентраций  ионов  никеля  (И)  и  хрома  (VI) 

индивидуально,  а  также  в условиях  их  совместного  присутствия  в  среде  на  окислительно­

восстановительные  процессы  микробиоценоза  активного  ила; 

•  по  результатам  микроскопического  контроля  оценить  биоразнообразие 

микрофлоры  биопле[1ки  методом  биоиндикации  в  процессе  очистки  сточных  вод; 

•  охарактеризовать  распределение  мик­роорганизмов  биопленки.  участвутоших  в 

процессах  биотрансформации  соединений  азота  в  процессе  биофильтрации,  с  их 

идиггификацией  метолом  флу оресцентной  in  situ  гибридизации  (FISH): 

•  на  основании  данных  био.логического  контро.ля  процесса  очистки  сточных  вод 

выработать  рекомещации  по  проведению  процесса  биообезвреживания 

метал.тсолержащих  стоков  промышленных  предприятий; 

•  провести  эколого­зкономическую  оценку  вклада  биологических  очистных 

сооружений  в  снижение  загрязнения  ок­ружаюшей  среды  химически  загрязненными 

сточными  волами. 

Научная  новизна  работы.  Экспери.ментазьно  по.тучен  ряд  чувствительности 

биотест­обьектов  Рагатесгит  caudatum.  Daphnia  magna  и  Ceriodaphnia  affinis  к 

содержанию  ионов  N i "  в  концентрации  0.1  мг/дм"  (Paramecium  caudatum  <  Daphnia 

magna  <  Ceriodaphnia  affmis) 

Выявлены  закономерности  сочетанного  действия  ионов  Ni  (I!)  и  Cr  (VI)  в  водной 

среде  в различных  соотношениях  на  активность  дегидрогеназ  мик­роорганизмов  активного 

ила.  При  этом  показано,  что  присутствие  исследованных  ионов  металлов  в  среде  в 

кoнue^rгpaцияx  до  1  мг.'д.м'  .\южет  приводеть  к  стимулированию  фер.ментативной 

активности  микробных  клеток. 

Проведен  .мониторинг  состояния  мик­робного  сообщества  биопленок 

промьш1лениых  биофи;1ыров.  В  процессе  качественного  и  количественного  ана.лиза 

индикаторных  организмов  биопленки  количественно  оценено  лимитирование  по 

органически.м  веществам  процесса  биологической  очистки  сточных  вод. 

В  )словиях  биофильтрации  никельсодержаших  промышленных  стоков  методом 

флуоресцентной  in  situ  гибридизации  охарактеризовано  пространственное  распределение 

микроорга1шзмов.  участвующих  в  процессах  биотрансформашн)  соединений  у глерода  и 

азота  в каскале двух  промьш1лет1ых  биофильтров. 



Практическая  значимость.  По.т>'ченные  результаты  использ>'ются  лля 

мониторинга  процесса  очистки  сточных  вод  на  заводе  грузовых  автомобилей  Daimler  AG 

в  г.  Вёрт­на­Рейне,  Германия,  а также  на  ОАО  «Казанский  оптико­механический  завод»  с 

целью  оперативного  обнаружения  и  прелотврашения  нарушений  технолог­ического 

регламента  при  эксплу атацни  биологических  очистных  сооружений. 

По  результатам  биоинликации  во  избежание  ингибирования  процессов 

биотрансформации  загрязняющих  веществ  процесса  очистки  сточных  вод  даны 

рекоменлашм  по  нор.мам  содержания  исследованных  мета.1лов  и  органических  веществ  в 

сточной  воде завода  гр>зовых  автомобилей  Daimler  AG. 

Апробация  работы.  Основные  положения  и  результаты  диссертационной 

работы  были  доложены  на  XI  ­  XIII  Международных  конференциях  мололь:х  ученых 

«Пищевых  технологии  и  биотехнологии»  (г.  Казань,  2010­  2012).  конкурсе  студенческих 

на>чно­исслеловательских  работ  «Жить  в  XXI  веке»  (г.  Казань,  2011).  на  тематическом 

семинаре  Института  инженерной  биологии  и  биотехнологий  сточных  вол 

Технологического  института  г.  Карлсруэ  (г.  Карлсруэ.  2011).  ежегодных  научных 

сессиях  Казанского  национального  исследовательского  технологического  университета 

(2011­2013  гг.).  VI  конкурсе  проектов  молодых  ученых  (г.  Москва,  2012  г.). 

Публикации.  Основные  положения  диссертационной  работы  опубликованы  в  7 

статьях  в  научно­технических  журналах  и  сборниках,  в  то.м  числе  4  ­  в  журналах, 

реко.мендованньгч  В.ЛК  Минобрнауки  России,  а  также  в  9  тезисах  докладов  на 

конференциях  различного  уровня. 

На  защиту  выносятся: 

1.  Оценка  токсичности  ионов  Ni""  и  Сг''"  в  модельных  растворах  веществ, 

использу  е м ь к  в  промышленных  производствах,  лля  биотест­объектов  ­  Paramecium 

caudamm,  Daphnia  magna  и  Ceriodaphnia  ajjhiis. 

2.  .Анализ  токсичности  ионов  Ni""  и  Cr^'  в  составе  молельных  растворов 

сточных  вол  по  отношению  к  агрегированной  форме  .микроорганизмов  ­  активному 

илу  в  процессах  их  ку льтивирования  с  целью  очистки  сточных  вод  сточных  вод. 

3.  Определение  качественных  и  количественных  соотношений  индикаторных 

организмов  микрофауны  биопленки  в  процессе  биофильтрации  никельсолержащих 

сточных  вол  в  зависи.мости  от  нагрузки  по  органически.м  веществам  и  содержанию 

нике.ля.  Выявление  лимитирующих  факторов  развития  биопленки  в  исследованном 

процессе  биофильтрации  сточных  вод. 

4.  Биоинликация  процесса  очистки  никельсолержащих  сточных  вол  с  анализом 

развития  азоттрансформирующих  микроорганизмов  в  промышленных  биофильтрах. 



5.  Выработка  рекомендаций  по  проведению  промышленных  процессов 

биофильтрации  химически  загрязненных  сточных  вол  лейств\  юшего  предприятия. 

Личный  вклад  автора  cocroirr  в  постановке  цели  и  задач  исследований,  выборе 

объектов  и  методов  исследований,  непосредственном  л­частии  в  проведении  основных 

экспериментов,  систематизации  и  интерпретации  пол>"ченных  рез\льтатов. 

формулировании  на^'чньг'; положений  и выводов,  написании  статей  и тезисов  докладов. 

Структура  и  объем  диссертации.  Работа  изложена  на  117  страницах 

машинописного  текста,  содержит  21  таблицу,  и  27  рис> нков.  с о с т о т  из  введения,  пяти 

глав,  вьшодов.  списка  использованной  литературы  и  приложения.  Список  летератлры 

включает  130 наи\!енованпй  работ отечественных  и  зарубежных  авторов. 

О С Н О В Н О Е  С О Д Е Р Ж А Н И Е  Р А Б О Т Ы 

Во  введении  обоснована  акт> альность  темы. 

В  первой  главе  рассмотрены  биогенные  и  токсичные  свойства  тяжелых 

металлов,  в  частности  ионов  никеля  (II)  и  хро.ма  (VI).  дана  обшая  характеристика 

.методов  биологического  мониторинга,  а  также  описаны  биоценоз,  участвующий  в 

биологической  очистке  сточных  вод.  и  ингибирование  деятельности  микроорганиз>юв 

очистных  сооружений. 

Во  второй  главе  описаны  экспериментатьные  этапы,  исследованные  объекты 

и  использованные  аналитические  .\!етоды. 

В  качестве  объектов  исследований  в диссертации  были  рассмотрены: 

•  Сточная  вола  и  ее  молельный  раствор,  содержащие  токсиканты  ­  ионы 

металлов  Ni'^  и  Сг"'.  пол\ 'ченные  из  NЎ504  и  СЮ},  соответственно. 

•  Биотест­объекты  ­ Paramecium  caudahim.  Ceriodaphnia  qffinis  и Daphnia  magna. 

•  .Активный  ил  в  процессах  отъемно­лоливного  культивирования  на 

модельном  растворе  сточных  вол. 

•  Микробное  сообщество  биопленки  в процессах  биофильтраш^и  сточньг^  вод. 

Биотестирование  модельных  растворов токсикантов  проводилось  согласно  методике 

определения  токсичности  отходов,  почв,  осадков  сточных,  поверхностных  и  грутттовьЕ^  вод 

метоло.м  биотестирования  с  использованием  равноресничных  инфузорий  Paramecium 

caudanm  Elirenberg.  Daphnia  magna  и  Ceriodaphnia  affmis  (ФР. 1.39.2006.02506.  2006: 

Руководство  no определению  метоло.м  биотестирования токсичности,  2002). 

Экспериментальные  исследования  токсичности  ионов  и  Сг'"  для 

биоценоза  активного  ила  по  изменению  депирогеназной  активности  (Д.АИ) 

проводились  в  условиях  аэробного  отъемно­лоливного  культивирования.  Для 

культивирования  использовались  .молельный  раствор  сточной  воды,  а  также 



адаптированные  микроорганизмы  активного  ила  очистных  сооружений  ОАО 

«Казанский  оптико­механический  завод». 

Дегидрогеназная  активность  определялась  согласно  методике  предложенной  BI IHM 

ВОДГЕО  (Роговская,  Ц.И.  Рекомендации  по  методам  производства  анализов  на 

сооружениях биохимической  очистки  промышленных  сгочных  вод,  1970). 

В процессе биоиндикации  промышленных  биофильтров очистных сооруиссний  завода 

грузовых  автомобилей  Daimler  AG,  г.  Верт­на­Рейне,  Гфмания  исследовалась  микрофлора 

биопленок.  Изучение  индикаторных  микрооргаиизмов,  характерных  для  биоценоза, 

проводатось  при  помощи  светопольной  микроскопии  и  системы  подсчета  падробиотюв  по 

пятибалльной  шкате (Кутикова, Л. А. Фауна аэротенков (атлас),  1984). 

Характеристика  сточных  вод  приведена  в табл.  1. 

Определение  концентраций  органических  веществ  в  сточной  воде,  ионов Ni^',  ионов 

аммония,  Н1Гфит­ и тпраг­ионов  проводилось с помощью экспресс­тестов Dr.  Lange. 

Таб.таца  1 ­ Показатели поступающей  на биологическую  очистку  и очищенной  сточной  воды 

Показатель 
Поступающая 

вода  на 
биофильтр  1 

Очищенная  вода 
после  биофильтра 

1 

Поступающая  вода 
на  биофильтр  2 

Очищенная  вода 
после  биофильтра 

2 
ХПК, 

мг/дм^ 
Диапазон  значений  36­122  17­69  8­51  11­73 ХПК, 

мг/дм^  Среднее  значение  75  35  32  30 
БПК5, 
мг/дм' 

Диапазон  значений  5 ­ 4 1  1  ­ 4  1  ­ 6  1 ­ 4 БПК5, 
мг/дм'  Среднее  значение  25  2,4  3,4  2,5 

мг/дм' 
Диапазон  значений  0,2­0,9  0,2­0,6  0,17­1,2  0,15­0,6 

мг/дм'  Среднее  значение  0,37  0,29  0,3  0,2 
NH,*, 

мг/дм' 
Диапазон  значений  0,92­4,5  <0,015  <0,015  <0,015 NH,*, 

мг/дм'  Среднее  значение  1,85 

NOj­, 
мг/дм' 

Диапазон  значений  1,65­5,64  1,9­8,44  2,12­8,52  2,44­5,77 NOj­, 
мг/дм'  Среднее  значение  3,09  4,04  3,98  4,20 

Идентификация  микроорганизмов  в  составе  биопле1юк  производилась  методом 

флуоресцентной  in  situ  гибридизации  (FISH)  (Pemthaier,  2002,  Нетрусов,  2005)  с 

использованием  селективных  генных  зондов  для  гетеротрофных,  нитрифицирующих  и 

денитрифицирующих  бактерий  (Nielsen,  2009).  Для  контроля  всей  совокупности 

микробных  клеток  в образцах  биопленки  использовалось  окрашивание  раствором  4 ' ,6 '  ­

диамидино­2­фенилиндолдигидрохлорида. 

Микроскопирование  образцов  биопленок  с  отдельными  гибридизированными  и 

окрашенными  культуралн!  осуществлялось  с  помощью  микроскопа  Axioskop  Carl  Zeiss, 

Jena  (Germany)  с  применением  прикладного  программного  обеспечения  AxioVision  3.1 

(Carl  Zeiss  Vision  GmbH,  Bildanalyse  Systeme) для  обработки  получегшых  изображений. 

Результаты  экспериментальных  исследований  были  обработаны  с  помощью 

пакета  программ  STATISTICA  5,5  и Microsoft  Excel  для  Windows  ХР  2007. 



в  третьей  главе  описано  биотестирование  сточных  вод,  содержащих  ионы 

Ni^^  и  Сг*̂ ,̂  с  применением  биотест­объектов  Paramecium  caudatum  Ehrenberg, 

Ceriodaphnia  affinis  и Daphnia  magna. 

Биотестирование  хром­  и  никельсодержаших  сточных  вод 

на  инфузориях  Paramecium  caudatum 

Для  определения  токсичности  компонентов  сточных  вод  использовались 

модельные  растворы,  содержащие  Сг*""̂  и NP^.  Модельные  растворы  готовились  из  СгОз 

и  NiS04x7H20  в  дистиллированной  воде  в  диапазоне  концентраций  0,01­10,0  мг/дм^  и 

0,03­3,0  мг/дм^,  соответственно. 

Летальной  концентрацией 

Ж50  ионов  хрома,  которая 

соответствует  гибели  50 %  особей 

Paramecium  caudatum,  является 

концентрация,  равная  0,3  мг/дм^ 

(рис.1).  При  дальнейшем  увеличении 

концентрации  до  3  мг/дм'  гибель 

особей достигала  66,7%. 

Это  значение  токсичности  ионов 

хрома  оставалось  неизменным  для 

условий  экспериментатьных 

1D0  у  =  26,0951п(к)+  85,974 
R '  =  0,8642 

О  2  4  б  8  10  1 

концентргциятоксиканта,  мг/дк? 

­  Логар 
ифмич 
еская 
(xpobi 

­  Логар 
и ф ш г ч 
еская 
(никал 
ь"! 

при  увеличении 

концентрации  раствора до  6 мг/дм  . 

Рисунок  1  ­  Графическая  зависимость  гибели 
особей  Paramecium  caudattm  от  концентрации  исследовании 
ионов тяжёлых  металлов 

Ионы  Nî "̂  оказывают  острое  токсическое  действие  в  диапазоне  концентраций  от 

0,18мг/дм^  и  выше.  Следовательно,  показано,  что  ЛК50  находится  в  диапазоне 

концентраций  от 0,15 до 0,2  мг/дм^. 

Таким  образом,  при  сравнении  значений  величин  ЛК50,  полученных  в  ходе 

исследования  для  ионов  Cr(VI)  и  Ni(II)  в  исследованных  модельных  растворах, 

отмечено,  что  хромсодержащая  модельная  вода  оказывает  менее  токсическое 

действие  на  культуру  Paramecium  caudatum. 

Биотестирование  хром­  и никельсодержаших  сточных  вод  на  ветвиусых 

рачках  Ceriodaphnia  affinis  и Daphnia  magna 

На  основании  ранее  полученных  результатов  было  проведено  биотестирование 

модельных  растворов,  содержащих  ионы  Ni 

Ceriodaphnia  affmis. 

и  Cr  используя  ветвиусые  рачки 
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"ЎшО.л мг­ачЗ 

I 
! c>­li;li 

0(1,1 

Рисунок  2  ­  Динамика  токсического  Рисунок  3  ­ Динамика  токсического 

действия  Сг''"  на  Ceriodaphnia  affinis  действия  Nî "*" на  Ceriodaphnia  affinis 

Анализируя  данные,  полученные  в  результате  проведенных  экспериментов  о 

токсическом  действии  ионов  Сг^^  на  Ceriodaphnia  affinis  (рис.2),  замечено,  что  в  первые 

сутки  экспозиции  острое  токсическое  действие  ионы  хрома  (VI)  оказывают  в 

концентрации  0,6  мг/дм'  и  выше;  гибель  особей  в  контрольной  пробе  при  этом  не 

отмечалась.  Увеличение  концентрации  ионов  Сг'''" до  1.9  мг/дм'  приводит  к  100  %­ной 

гибели,  а при  концентрации  0,3  мг/дм^  гибель  составляла  10% от исходного  количества. 

На  вторые  сутки  гибель  во  всех  пробах  превышает  10  %,  а  при  концентрации 

ионов  Сг^*  1.9 мг/дм^  достигает  100%.  Значения  ЛК50 лежат  в диапазоне  концентраций 

Сг̂ ""  0,3  ­  0,6  мг /дм \  что  коррелирует  с  данными,  полученными  при  воздействии 

хромат­ионов  на  инфузории  Paramecium  caiidatum. 

На  рис.  3  показано,  что  ионы  Nî "̂  оказывают 

острое  токсическое  действие  на  особи  Ceriodaphnia 

affinis  в  первые  сутки,  начиная  с  концентрации  0,1 

мг/дм'  и  выше. 

На  вторые  сутки  ионы  во  всём  диапазоне 

исследуемых  концентраций  от  0,1  до  1  мг/дм' 

вызывали  гибель  50%  и  более  особей  Ceriodaphnia 

affmis.  Концентрация  ионов  никеля, 

соответствующая  гибели  50%  особей  ( Л К 5 0 )  на 

вторые  сутки  составила 0,1  ,мг/дм^ 

С  целью  более  наглядного  представления  о 

чувствительности  исследованных  тест­объектов  к  присутствию  ионов  Nî "̂   были 

проведены  экспериментальные  исследования  с ис­пользованием  Daphnia  magna  (рис.4). 

5­ ti.J5\. 13J5' 
, 

•  i  If  • 
i  g 

M  0Л 
K<'HKijn|5)WiaTi'U(ij;niiT;i. 

Рисунок  4  ­  Динамика 
токсического  действий  Ni^*  на 
Daphnia  magna 



Экспериментально  было  показано,  что  ионы  Ni^^ в  растворах  с  концентрацией  от 

0,1  до  0,3  mi/дм^  не  вызыва^ти  гибели  50%  особей  и  более.  Исходя  из  уравнения 

аппроксимации,  величина  ЛКзоДостигается  при  концентрации  ионов  никеля  0,47  мг/дм^ 

По  результатам  сравнительного  анализа  чувствительности  используемых  в 

эксперименте  тест­объектов  к  присутствию  Ni^"  в  растворе  с  концентрацией  0,1  мг/дм1 

являющейся  одновременно  ПДК  для  никеля,  можно  предложить  собственный  ряд 

чувствигельиости  исследованных  тест­объеетов  в  порядке  её  возрастания:  Paramecium 

caudatum  < Daphnia  magna  <  Ceriodaphnia  affmis. 

Дальнейшие  исследования  были  направлены  на  получение  информации  о 

ТОКСИЧ1ЮСГИ  представленных  металлов  на  биоценозы,  участвующие  в  процессе 

биологической  очистки  сточных  вод. 

В  четвертой  главе  проведена  процедура  биоиндикации  процесса  очистки 

металлсодержащих  сточных  вод  с  выявлением  влияния  ионов  тяжелых  металлов  на 

микроорганизмы  активного  ила  в условиях  их  отъемно­доливного  культивирования. 

В  процессе  культивирования  активного  ила  на  металлсодержащих  сточных  водах 

основным  параметром  биоиндикации  являлась  дегидрогеназная  активность  микробного 

сообщества  aici­ивного  ила  (ДАИ),  отобранного  из аэротенков  производственных  очистных 

сооружений  ОАО  «Казанский  оптико­механический  завод». 

В  качестве  токсикантов  выступали  ионы  Ni  (II)  и  Сг  (VI),  а  также 

испол1.зовались  растворы,  состоящие  из  смеси  ионов  исследуемых  металлов  в 

соотношениях  1:2,  2:1,  1:3  и 3:1,  соответственно. 

Контролем  являлась  биосистема  без  добавления  ионов  металлов. 

Замена  1/3  объема  культуральной  жидкости  модельным  раствором  сточной 

воды  производилась  с  периодичностью  1 раз  в  2  суток. 

Измерения  проводились  на  1­е,  3­е  и  5­е  сутки,  что  соответствует 

концентрации  токсикантов  в поступающей  сточной  воде  1, 6,  8  мг/дм^ 

Изменения  ДАИ  и  количества 

биомассы  в  контрольной  пробе  в  зависимости 

от  времени  культивирования  представлено  на 

рис.  5.  Погрешность  измерения  ДАИ  составила 

±0,14  мкг  формазана/мг  АСБ 

При  оценке  ДАИ  определялось 

изменение  биомассы  микроорганизмов  по 

сухому  весу, 

Исходя  из  полученных  данных,  было 

отмечено,  что  с  течением  времени  количество 

Рисуиок  5  ­  Изменение 
дегидрогеназиой  активности  и 
биомассы  в контрольной  пробе 
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биомассы  в  культиваторе  уменьшалось.  Из  рис.  5  отчетливо  видно,  что  в  начальный 

момент  времени  в  активном  иле  протекает  адаптация  микроорганизмов  к  условиям 

лабораторной  системы  культивирования,  поскольку,  несмотря  на  высокую  концентрацию 

активного  ила,  ферментативная  активность  клеток  относительно  невелика.  Далее 

наблюдается  приспособление  микрофлоры  ила  и  повышение  активности  клеток,  что 

ил.люстрируется  тем,  что  снижение  биомассы  не приводит  к уменьшению  ферментативной 

активности.  Датьнейшее  снижение  дегидрогеназной  активности  связано  как  с  убылью 

биомассы, так  и  с увеличением  возраста  активного  ила. 

Значения  дегидрогеназной  активности  образцов  активного  ила, 

представленные  на  рис.  6,  являются  относительными  величинами  и  получены  из 

разницы  измеренных  значений  для  проб  активного  ила  из  опытных  и  контрольной 

систем  биоиндикации,  согласно  формуле  (1): 

ДД.ЛИ  ­  ДАИ  ­  ДАИ  )  (1) 

• СГ 

а1.­з NЎ.0 
ш  Н!,ч:г 

Рисунок  6  ­  Кинетика  ДЛИ  в  процессе  Рисунок  7 ­  Влияние  токсикантов  на 

отъемно­доливного  культивирования  ДАИ  микроорганизмов  активного  ила 

Ионы  металлов  индивидуально  в  концентрациях  до  1  мг/дм^  не  оказывают 

ингибирующего  действия  на  дегидрогеназы  микроорганизмов  активного  ила  (рис.  6,  7). 

Меньшая  токсичность  никеля,  по  сравнению  с  хро.мом,  по­видимому,  может  быть 

обусловлена  стабильностью  комплексов,  образующихся  при  его  взаимодействии  с 

экзополимерными  веществами  клетки  в  микробных  агрегатах,  таких  как  активный  ил. 

Данный  факт  подтверждается  известными  ряда.ми  устойчивости  комплексов  метатлов  с 

этилендиаминотетрауксусной  кислотой  (ЭДТУ)  (1)  и аминокислотами  (2) 

1.  Ре>Си>К1>РЬ>2п>С(1>Со>Мп>Са 

2,  ИЕ>Си>Ы1>РЬ>2п>Со>  Сс1 >Мп>Са 

При  этом  обнаружена  корреляция  между  стабильностью  комплексов  с ЭДТУ  и 

стабильностью  комплексов  металлов  с  различными  лигандами  в  биосредах  (Гарипова 

Р.Ф.  Известия  ОГАУ.  ­  2009.  ­  №3.  ­  с. 192­195). 

При  комбинированном  действии  металлов  отмечено  большее  снижение 

ферментативной  активности  в  системах  с  доминирующем  присутствием  хрома  в  смеси 



(1:2,  1:3 =  11икел1.:хром).  Совместное  присутствие  металлов  в большей  степени  ингибирует 

активносп. дег'идрогеназ,  чем  индивидуально  каждый  металл.  Таким  образом,  комбинация 

этих двух  металлов  обусловливает  аддитивное  токсическое  действие. 

Представление  о  снижении  токсического  воздействия  металлов  в 

К01птентрации  8  мг/дм^  связано  с  тем,  что  значения  Д А И  (рис.  6)  являются 

относительными  и  получены  из  разности  между  ДАИ  в  контрольной  и  опытной 

пробах.  Как  было  отмечено  ранее  (рис.5),  пятисуточное  культивирование  активного 

ила  в  контрольной  пробе  сопровождалось  уменьшением  ферментативной  активности. 

Для  биологической  очистки  сточной  воды  применяются  как 

суспендированные  микроорганизмы  активного  ила,  так  и  иммобилизованные 

микроорганизмы,  образующие  биопленки.  Дальнейшие  исследования  б ы л и 

направлены  на  изучение  биоценоза  биопленок  биофильтрационных  систем  для 

биоинликации  процессов  очистки  сточных  вод. 

В  пятой  главе  рассмотрена  биоиндикация  процесса  очистки  металлсодержащих 

сгочных  вод  в 

условиях  непре­

рывного  куль­

тивирования 

биопленки. 

Исследова­

ния  биоплеиок 

включали  изу­

чение  био­

фильтров,  ис­

пользуе.мых  при 

очистке  про­

изводственных  сточных  вод  завода  грузовых  автомобилей  Daimler  A G  ­  Woerth, 

Германия.  Данные  исследования  проводились  в  период  с сентября  по декабрь  2011  года. 

На  очистных  сооружениях  завода  Daimler  AG  ­  Woerth  применяется  схема 

очистки  сточных  вод,  представленная  на  рис.  8. 

В  процессе  экспериментального  наблюдения  промышленного  процесса  очистки 

сточных  вод  была  выявлена  зависимость  числа  индикаторных  организмов  в  образцах 

биопленки  из  первого  биофильтра  от  изменения  концентрации  органических  веществ  в 

посгупающей  сточной  воде  (табл.  2). 

Полученные  зависимости  по  содержанию  ХПК  и  количеству  индикаторных 

opt анизмов  выделены  форматированием:  высокая  эффективность  очистки  ­  большое 

Снижение 
кокцентряшй"! 

кталлов. фосфора 

иоргянпешк 
веществ 

У[аален1куте)}ода!| 
П1)0цесс кшрпфикшш 

Рисунок  8  ­  Схема  очистки  промышленных  сточных  вод  на 

очистных  сооружениях  завода  фузовых  автомобилей  Daimler  AG 
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чиаю  гидробионтов,  низкая  эффективность  очистки  ­  малое  число  индикаторных 

организмов',  средние  значения  эффективности  ­ среднее  число  гидробионтов, 

Нижеследующим  таблицам  свойственны  аналогичные  зависимости. 

Таблица 2  ­  Количественный  и качественный  состав  индикаторных  организмов биоилеики  в 

ХПК 
пост , 
мг/дм' 

ХПК 
о ч и щ , 
мг/дм^ 

БПК, 
пост,, 
мг/дм^ 

И н д и к а т о р н ы е  о р г а н и з м ! . ! ,  б а л л ы 

Дата 
ХПК 
пост , 
мг/дм' 

ХПК 
о ч и щ , 
мг/дм^ 

БПК, 
пост,, 
мг/дм^ 

очищ,, 

мг/дм^ 
С в о б о д н о 

п л а в а ю щ и е 

П р и к р е 

п л е н н ы е 

К о л о 

в р а т к и 

Ч е р 

в и 

В о д н ы е 

к л е щ и 

Ц и к л о 

п ы 

У с л о в н а я 

с у м м а  б а л л о в 

2 6 . 9  9 4  4 2  5  2  1  5  1  14 

2 7 . 9  8 5  4 8  5  5  3  ­ ­ 13 

2 8 . 9  9 3  50  3  3  4  ­ 10 

29.9  95  3»  41  4  4  5  4  4  ­ ­ 17 

3 0 , 9  8 5  3 2  3  2  5  3  ­ 17 

4.10  91  50  .  5  5  4  5  ­ ­ 19 

5 , 1 0  9 5  52  2  5  4  3  ­ ­ 14 

6.10  97  45  37  3  3  4  5  5  ­ ­ 17 

7 . 1 0  6 8  4 0  5  5  5  3  2  ­ 2 0 

10.10  88  69  5  3  1  ­ а 

1 4 . 1 0  1 0 7  36  4  4  5  4  4  ­ 2 3 

1 7 , 1 0  6 5  31  5  3  2  3  1  ­ 14 

18.10  45  32  3  ^  3  4  /  13 

1 9 . 1 0  5 5  2 5  4  4  5  1  ­ 18 

2 0 . 1 0  4 4  2 0  9  2  3  5  3  4  I  16 

2 1 . 1 0  5 0  2 6  4  3  3  5  1  ­ 15 

24.10  Ў8  2  4  4  ­ 1  14 

2 5 . 1 0  5 8  2 5  3  3  2  4  1  ­ 13 

2 6 . 1 0  7 7  2 6  4  1  5  5  3  1  19 

2 7 . 1 0  7 7  2 4  2 6  2  5  5  2  5  1  ­ 18 

28.10  23  4  2  2  4  1  1  14 

3 . 1 1  7 5  3 0  4 4  3  3  5  5  5  2  ­ 2 0 

7 ,11  109  34  5  4  3  ­ 16 

11 ,11  6 1  2 8  2 1  10  5  5  3  4  3  1  21 

14.11  56  2 6  5  4  5  4  1  21 

Ў8.  и  38  Ў7  15  . 
3  2  1  4  ­ ­ 10 

2 2 . 1 1  9 5  35  2  4  1  2  ­ 3  12 

29.11  107  4Н  5  5  4  5  3  I  23 

2.12  122  38  5  5  2  5  3  ­ 20 

5 , 1 2  8 2  3 8  3  3  1  5  3  1  16 

8 , 1 2  8 2  34  3  2  3  3  1  1  ! 

*  ­  д а н н ы й  м и к р о о р г а н и з м  не  о б н а р у ж е н 

Исходя  из  полученных  данных,  следует  отметить,  что  число  индикаторных 

организмов  имеет  зависимость  от  концентрации  органических  веществ  в 

поступающей  сточной  воде.  Увеличение  ХПК  и  БПК  приводит  к  росту  общего  числа 

биоиндикаторов  в  биопленке. 

Вследствие  протекания  процесса  сукцессии  в  системе  биофильтров  не 

представлялось  возможным  явно  вьщелить  какую­либо  одну  группу  микроорганизмов. 
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являющейся  приоритетной  для  биоиндикации.  Тем  не  менее,  основным 

биоиндикатором  биопленки  являлись  черви  как  постоянные  представители  биоценоза. 

Данные,  представленные  на  рис. 9  иллюстрируют  нафузку  по  органическому 

субстрату  со  сточными  водами,  поступающими  на  очистку  в  биофильтр  1 и  биофильтр  2. 

Значения  ХПК  сточной  воды,  поступающей  в биофильтр  2 после  очистки  в  биофильтре  1, 

не  превышали  50  мгОз/дм^  Также  следует  отметить,  что  эффективность  очистки  сточных 

вод  по  ХПК  Б биофильтре  2  составляла  не  более  40%.  Таким  образом,  биоценоз  второго 

биофильтра  в каскаде  находится  в условиях  лимитирования  по  субстрату. 

26.9  1.10  6.10  11,10  16.10  21.10'  26.10  31.10  5,11 

Д а т а 

10,11  15,11  20,1  1  23 ,11  30 .11  3,12  10 ,12 

I  — •  Биофильтр  1  вход 

Рисунок  9  ­  Изменение 

—  Биофильтр  1 г и х о д  — • — Б и о ф и л ь т р 2 в х о д  — • — Б и о ф и л ы р 2  вых  од| 

количества  органических  веществ  в  процессе 
биофильтрации  сточной  воды 

Получены  зависимости  по  эффективности  снижения  ХПК  и  количеству 

индикаторных  организмов  во  втором  биофильтре  (табл.  3). 

Таблица  3  ­ Количественный  и  качественный  состав  индикаторных  организмов  биопленки  в 

Дата 
Относительная 

эффективность  очистки 
по  ХПК,  % 

Индикаторные  организмы,  баллы 
Дата 

Относительная 
эффективность  очистки 

по  ХПК,  % 
Коловрат 

ки 
Черви 

Свободно­
плавающие  Прикрепленные 

Условная  сумма 
батлов 

1  2  3  4  5  6  7 
26,9  ­ * 

27.Р  7  _ 
28.9  2  ­

29.9  7  ! ! ­ 2 
30.9  0  -

4.10  2  ­
1 

5,10  9  1  ­ 1 
6,10  26  1  1  2 
7.10  17  ­

10,10  1  1  _  1 
14.10  17  i  1  _ 

4 
17,10  0  3  3 
18.10  0  1  3  1  _  5 
19,10  0  1  2  1  4 
20,10  24  2  1  ­ 3 
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Продолжение  табл.  3 

.  10 

24.10 

25 10 

26.10 

27.10 

28  10 

3 11 

11.11 

14.11 
18  11 

22  11 

29,11 

2  12 

5 12 
8  12 

.ТО 

39 

23 

1 

*  ­ данный  микроорганиз.м  не  оонаружен 

Следует  отметить,  что  биофильтр  2  .характеризуется  значительно  меньшим 

представительством  групп  индикаторных  организмов  в  биопленке  из­за  недостатка 

питательных  веществ  в сточной  воде,  очищенной  в биофильтре  1. 

Оценивая  количество  и  разнообразие  индикаторных  организмов  и 

эффективность  очистки  сточных  вод  по  ХПК  (БПК)  в  биофильтре  2.  отмечено,  что 

процесс  биологической  очистки  в  нем  развит  слабо.  Таким  образом,  биофильтр  2 

является  резервным  в  действующей  схеме  очистки  промышленных  сточных  вол  и 

играет  роль  дополнительной  ступени  очистки  в  случае  возрастания  нагрузки  по 

органическим  веществам  с  поступающей  сточной  водой. 

Идентификация  микроорганизмов  в  составе  биопленки  осуществлялась  с 

использованием  метола  флуоресцентной  in  situ  гибридизации  (FI.Sil). 

Применение  различных  генных  зондов  позволило  шхентифицировагь 

мнкроорганиз.мы.  участвующие  в  процессах  аэробного  превращения  соединений  азага 

нитрификации  ф ­

proteobacterial  ammonia­

oxidizing  bacteria,  p. 

Mtrospira,  p.  Sitrobacter).  a 

также  анаэробной  азот­

трансформации  ­  де­

нитрификалии 

(.Azoamis  Thauera  cluster). 

Кро.ме  того.  иден­

тификации  подвергались  микроорганизмы­гетеротрофы  Zoogloea  ramigera  (рис.  10 ­  i  1 

а)  б)  в) 
Рис>нок  10  ­  Микроорганизмы,  идентифицированные 
флу оресцентной  in  situ  гибридизацией: 
а)  группа  [i­proteobacteria:  б)  Zoogloea  ramigera: 

в)  кластер  .izoarcus­Thaiiera 
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Как  и  ожидалось,  .микроорганизмы  гр\ппы  (Ў­ргогеоЬаае/ча  составляли 

основное  количество  бактерий  в  образцах  биопленки  (рис.  10а).  В  их  составе 

идентифицировалось  значительное  количество  аэробных  гетеротрофных 

микроорганизмов,  в  частности,  структурообразующих  бактерий  1оо^.оеа  ramigel•a 

(рис.  106).  В виде  отдельных  агрегатов  обнаруживатись  другие  гетеротрофные  бактерии, 

принимающие  участие  в  анаэробном  У!етаболиз.ме  азота  ­ денитрификаторы  (рис. 10в). 

АУ1монийокисляюшие  бактерии,  идентифицированные  в  составе  биопленки, 

встречаются  в  виде  небольших  скоплений  в  составе  ,У1икробных  агрегатов  (рис.  11а). 

Их  развитие  было  лимитировано  невысоким  содержанием  аммонийного  азота  в 

постут1аюшей  сточной  воде. 

В  составе  мик­

робного  консорциу­\1а  оио­

пленки  было  отмечено 

активное  развитие  нит­

ритокисляющих  микро­

организмов  р.  \ш­оЬас1ег 

(рис.  116).  что.  наряду  с 

результатами  физико­

химического  анатиза 

сточных  вол  (табл.1) 

позволяет  сделать  вывод  о  глубоком  протекании  процесса  нитрификации  с  высокой 

эффективностью  биоокисления  азота. 

В  образцах  биопленки  из  биофильтра  2  обнаруживатось  незначительное 

количество  клеток  (рис.  11 в),  что  позволяет  расценивать  этот  биофильтр  в  каскаде 

выполняющим  функции  механического  фильтра  без  активного  развития 

биологических  процессов  очистки  и лоочистки  волы. 

Для  определения  состояния  микробиоценоза  биопленки  при  повышении 

концентрации  органических  веществ,  а  также  влияния  ионов  N1­".  характерных  в 

составе  исследованных  сточных  вод.  проводились  людельные  эксперименты  с 

использование.\(  лабораторного  биофильтра. 

На  первом  этапе  изучалось  влияние  концентрации  органических  веществ  на 

состояние  индикаторных  организмов.  Резу льтаты  представлены  в табл.  4. 

идентифицированные 

а)  б) 
Рису'нок  11  ­  Микроорганиз.мы, 
флуоресцентной  т  situ  гнбридизаш1ей: 
а)  аммонийокис.тяюшие  бета­протеобактерш!  .• 
б)  р.  Xitrobacter:  в)  DAPl­окрашенный  образец  биопленки 
биофильтра  2 
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Таблица  4  ­  Количественный  и  качественный  состав  индикаторных  организмов 
биопленки  в модельном  биофильтре  в  зависимости  от  ХПК 

Дата 
ХПК. 

мг./дм' 

Индикаторные  органмз.чы.  баплы 

Дата 
ХПК. 

мг./дм' 
Свободно 

плаваюшпе 
Прикрепленные  Коловратки  Черви 

Водные 

клещн 

Условная 

cvM.Ma  баллов 

14.11  163  4  5  3  4  3  19 

15.12  633  5  5  2  5  17 

16.12  337  4  5  1  5  2  17 

17,12  308  5  3  1  4  3  16 

18,12  824  5  2  1  4  1  13 

21,12  709  л  3  1  4  ­ 11 

22.12  2025  т  1  1  3  1  8 

Анализ  полу­ченных  данных  позволяет  сделать  вывод,  что  наибольшее 

разноообразие  микрофлоры  биопленки  было  отмечено  при  ХПК  поступающей 

сточной  воды,  не  превышающем  350  мгО: /дм\ 

На  втором  этапе  лабораторных  исследований  изу чалось  состояние  биоценоза 

биопленки  при  увеличении  концентрации  ионов  Ni" '  в  сточной  воде,  поступающей  на 

очистку.  Полученные  результаты  приведены  в  табл.  5.  Процесс  проходил  при 

оптимальных  условиях,  концентрация  ХПК  не  превышала  150  .мr02/л­м^ 

Таблица  5  ­  Количественный  и  качественный  состав  индикаторных  организмов 

Дата 
N i ­ ' 

мг/л­м" 

Индикаторные  организмы,  батлы 

Дата 
N i ­ ' 

мг/л­м" 
Своболно 

плавающие 

Прик­реплен 
ные 

Коловратки  Черви 
Водные 
клещн 

Условная  сумма 
баллов 

1.11  0.347  5  5  3  5  4  22 

2,12  1.13  5  5  1  5  2  18 

5,12  5.2  3  1  1  4  1  10 

7,12  8.7  3  1  1  4  2  11 

8,12  10.6  3  1  1  4  2  И 

9.12  12.3  2  2  3  2  9 

Увеличение  концентрации  ионов  .металла  до  1  мглм"  не  вызывало  у 

.\ц1кробиоценоза  значительного  отрицательного  ответа.  Дальнейшее  повышение 

концентрации  токсиканта  до  5.2  мг/дм"  приводило  к  уменьшению  числа  и 

разнообразия  индикаторных  микроорганизмов  практически  в  2  раза.  Дальнейшее 

\'величение  концентрации  нике.ля  в  поступающей  сточной  воде  до  12,3  мг./д.м"'  не 

приводило  к  существенным  изменениям  в  составе  простейших  и  свшетельств\  ет  об  их 

высокой  адаптации  к присутствию  никеля  в  сточных  водах. 

Экономическая  эффективность  действующих  биологических  очистных 

сооружений,  состоящих  из  двух  последовательных  биофильтров,  была  оценена  по 

результатам  расчета  эколого­экономического  ущерба  от  загрязнения  повер.чностного 
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водного  объе1аа  органическими  веществами  (по  ХПК)  и  ионами  никеля  (И) при  условии 

нахождения  данного  производства  на  территории  Респч­блики  Татарстан  и  составила 

935  756.  64.  руб/год.  Это  соответствует  снижению  платежей  за  сброс  загрязняющих 

веществ  в средне.м  на  47  %. 

О С Н О В Н Ы Е  Р Е З У Л Ь Т А Т Ы  И  В Ы В О Д Ы 

1.  Выявлено,  что  в  системах  биотестирования  .модельных,  растворов  металлов 

ионы  никеля  (II)  проявляли  большую  токсичность  д.тя  исследованных  биотест­объектов, 

чем  ионы  хрома  (VI). 

2.  По  результатам  оценки  дегидрогеназной  активности  микроорганиз.мов  активного 

ила  очистных  сооружегшй  сточных  вод  выявлено,  что  хром  оказывал  более  выраженное 

токсическое действие,  чем никель  при концентрации  токсиканта  в среде до  1 \гг/д.м^. 

3.  Экспериментально  гюказано.  что  совместное  присутствие  в  среде  ионов  Ni  (И) 

и  Сг  (VI)  обусловило  более  значительное  ингибирование  микробных  окислительно­

восстановительных  ферментов  (дегидрогеназ).  чем  присутствие  ионов  Ni  (II)  и  Сг  (VI)  в 

индивидуальных  растворах  в диапазоне  исследованных  концентраций  от  1 до  8  мг/д.м'. 

4.  По  результатам  качественного  и  количественного  анализа  индикаторных 

организмов  биопленки  дв\'х  промышленных  биофильтров  в  каскаде  оценено 

лимитирование  по  органическим  веществам  процесса  биологической  очистки 

сточных  вод.  Отмечено,  что  второй  биофильтр  в  каскаде  обнаружил  низкуто 

эффективность  очистки  сточных  вод  и  выполнял  роль  дополнительной  ступени 

очистки  в  случае  возрастания  нагрузки  по  органическим  веществам  с  пост\ 'паюшей 

сточной  водой. 

5.  С  использованием  метола  флуоресцентной  in  situ  гибридизации  в  составе 

образцов  биопленки  из  промышленных  биофильтров  шентифицированы  группы 

микроорганизмов,  принимающие  у частие  в  процессах  трансформации  органических 

веществ,  а  также  соединений  азота  в  аэробных  и  анаэробных  хсловиях.  Отмечено 

ломинирова1ше  нитрифицирующих,  нитритокисляюших  автотрофных  бактерий,  а 

также  гетеротрофов­денитрификаторов. 

6.  Рекомендовано  проведение  промышленного  процесса  биофильтрации  с 

оптиматьной  концентрацией  органических  веществ  в  сточной  воде  по  ХПК  от  150  до 

350  мr02/д.м^  Выявлено,  что  в  у казанном  диапазоне  ХПК  ионы  Ni""  в  концентрации 

до  1  мг./д.м'  не  оказывают  негативного  воздействия  на  .чшкрофлору  и  микрофауну 

биопленки.  что  связано  с  отсутствием  лимитирования  .микроорганиз.мов  биопленки  по 

органическому  субстрату,  их  удовлетворительным  развитием  и  успешной  адаптацией 

к  прису тствию  токсикантов. 
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