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Ðàáîòà ïîñâÿùåíà ïîèñêó àêòèâíûõ àíàýðîáíûõ ìèêðîáíûõ ñîîáùåñòâ, îáðàçóþùèõ
áèîãàç ïðè ðàçëîæåíèè öåëëþëîçû â òåðìîôèëüíûõ óñëîâèÿõ (+55°Ñ). Áûëî èññëåäîâàíî
24 ðàçëè÷íûõ îáðàçöà èç ïðèðîäíûõ è àíòðîïîãåííûõ èñòî÷íèêîâ, ñîäåðæàùèõ èñêîìûå
ìèêðîîðãàíèçìû. Ñ öåëüþ îïòèìèçàöèè óñëîâèé êóëüòèâèðîâàíèÿ áûëà ïîäîáðàíà ïèòàòåëü-
íàÿ ñðåäà äëÿ ðîñòà è ñåëåêöèè öåëëþëîçîëèòè÷åñêèõ è ìåòàíîãåííûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ.
Â ïðîöåññå èçó÷åíèÿ äèíàìèêè îáðàçîâàíèÿ áèîãàçà áûëè îòîáðàíû íàèáîëåå ïðîäóêòèâíûå
ñîîáùåñòâà, êîòîðûå ñîõðàíÿëè àêòèâíîñòü íà ïðîòÿæåíèè ïÿòè ïàññàæåé. Ñîñòàâ áèîãàçà
(ìåòàí, óãëåêèñëûé ãàç, âîäîðîä) èññëåäîâàëè ñ ïîìîùüþ ãàçîâîé õðîìàòîãðàôèè. Â öåëîì
ñîäåðæàíèå ìåòàíà â ãàçîâîé ñìåñè äîñòèãàëî 60%. Ìèêðîñêîïè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ñîîá-
ùåñòâ ïîêàçàëè íàëè÷èå ðàçëè÷íûõ ìîðôîòèïîâ ìèêðîáíûõ êëåòîê, ñîîòíîøåíèå êîòîðûõ
èçìåíÿëîñü ïî ìåðå ñòàáèëèçàöèè ñîîáùåñòâ. Îáñóæäàåòñÿ çíà÷èìîñòü ïðîâîäèìûõ èññëåäî-
âàíèé ïî òðàíñôîðìàöèè öåëëþëîçû â áèîãàç.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: áèîãàç, ìåòàí, öåëëþëîçà, àíàýðîáíûå ìèêðîáíûå ñîîáùåñòâà, òåðìî-
ôèëüíûå óñëîâèÿ.

Ñîêðàùåíèå çàïàñîâ òðàäèöèîííûõ èñòî÷íèêîâ
ýíåðãèè (íåôòè, óãëÿ, ãàçà è ãîðþ÷èõ ñëàíöåâ), ýêî-
ëîãè÷åñêèå êàòàñòðîôû, ñâÿçàííûå ñ èõ äîáû÷åé è
òðàíñïîðòèðîâêîé, ïðèâîäÿùèå ê ãëîáàëüíûì íàðó-
øåíèÿì â áàëàíñå ýêîñèñòåìû, à òàêæå ê ÷ðåçìåð-
íîìó ðàñõîäîâàíèþ ôèíàíñîâûõ ñðåäñòâ íà èñïðàâ-
ëåíèå äîïóùåííûõ îøèáîê, îïðåäåëèëè ïîèñêè è
ðàçðàáîòêó ñîâðåìåííûõ áèîòåõíîëîãè÷åñêèõ ïðî-
öåññîâ, îðèåíòèðîâàííûõ íà àëüòåðíàòèâíûå âîçîá-
íîâëÿåìûå ñûðüåâûå è ýíåðãåòè÷åñêèå èñòî÷íèêè
[1—3]. Â áèîýíåðãåòèêå èñïîëüçóåòñÿ ïðåæäå âñåãî
òîïëèâî, ïîëó÷åííîå íà îñíîâå òðàíñôîðìàöèè ðÿäà
îðãàíè÷åñêèõ ñóáñòðàòîâ áèîëîãè÷åñêîãî ïðîèñõîæ-
äåíèÿ: ïðîäóêöèè è îòõîäîâ ëåñîïîëüçîâàíèÿ è ëå-
ñîïåðåðàáîòêè, îòõîäîâ ñåëüñêîãî õîçÿéñòâà è æèâîò-
íîâîäñòâà, ðàçëè÷íûõ âèäîâ îðãàíè÷åñêèõ áûòîâûõ
è ïðîìûøëåííûõ îòõîäîâ [4—7]. Òàê, ïîëó÷åíèå âî-
çîáíîâëÿåìîãî èñòî÷íèêà ýíåðãèè — áèîãàçà (áèî-
ìåòàíà) ïîñðåäñòâîì àíàýðîáíîé ìèêðîáíîé ôåð-
ìåíòàöèè ïðèçíàíî îäíèì èç ñàìûõ ýíåðãåòè÷åñêè
ýôôåêòèâíûõ è ýêîëîãè÷åñêè áåçîïàñíûõ ïóòåé ïðî-
èçâîäñòâà áèîòîïëèâà. Áèîãàç ñîñòîèò â îñíîâíîì
èç ìåòàíà (55—80% ÑÍ4) è äâóîêèñè óãëåðîäà (20—45%
ÑÎ2) ñ íåêîòîðûìè ñëåäîâûìè êîëè÷åñòâàìè âî-
äîðîäà è ñåðîâîäîðîäà è íåçíà÷èòåëüíûì ñîäåðæà-
íèåì àììèàêà, àçîòà, àðîìàòè÷åñêèõ è ãàëîãåííî-
àðîìàòè÷åñêèõ óãëåâîäîðîäîâ [8—11]. Â çàâèñèìîñòè
îò ñîäåðæàíèÿ ìåòàíà òåïëîòâîðíàÿ ñïîñîáíîñòü áèî-
ãàçà ñîñòàâëÿåò 4700—6000 êêàë/ì3 [12].

Îäíàêî, íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ðåàëèçàöèÿ ìåòàíî-
âîé ýíåðãåòèêè ñòàíîâèòñÿ â íàøå âðåìÿ âñå áîëåå

àêòóàëüíîé, ïîòåíöèàë òàêèõ ïðîèçâîäñòâ íå èñïîëü-
çóåòñÿ äîñòàòî÷íî øèðîêî [13]. Ýòî ñâÿçàíî â ïåð-
âóþ î÷åðåäü ñ òåì, ÷òî ìèêðîáèîëîãè÷åñêèå ïðîöåñ-
ñû, ïðîèñõîäÿùèå â òàêèõ ìèêðîáíûõ ñîîáùåñòâàõ,
äîñòàòî÷íî ñëîæíû è òðåáóþò ïîäðîáíîãî èçó÷åíèÿ
è áîëåå ïîëíîãî ïîíèìàíèÿ. ×àùå âñåãî áèîãàçîâûå
óñòàíîâêè ðàáîòàþò íà îòõîäàõ æèâîòíîâîä÷åñêèõ è
ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ ïðîèçâîäñòâ, à òàêæå íà îð-
ãàíè÷åñêèõ âåùåñòâàõ ñòî÷íûõ âîä [14—18]. Öåëüþ
íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî èçó÷åíèå âîçìîæíîñòè ïî-
ëó÷åíèÿ áèîãàçà òåðìîôèëüíûìè (àêòèâíî ôóíêöèî-
íèðóþùèìè ïðè òåìïåðàòóðå +55°Ñ) ñîîáùåñòâàìè
àíàýðîáíûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ, îñóùåñòâëÿþùèìè êîí-
âåðñèþ öåëëþëîçû â CH4 è CO2. Îñíîâíîé çàäà÷åé
èññëåäîâàíèÿ áûë ïîèñê àêòèâíûõ ìèêðîáíûõ ñî-
îáùåñòâ, âûäåëåííûõ èç ðÿäà ïðèðîäíûõ ýêîíèø,
è îöåíêà èõ ñïîñîáíîñòè ê ñòàáèëüíîé ïðîäóêöèè
áèîãàçà èç öåëëþëîçû.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ

Êóëüòèâèðîâàíèå íàêîïèòåëüíûõ êóëüòóð ñ öåëüþ
âûäåëåíèÿ àêòèâíûõ ñîîáùåñòâ ìèêðîîðãàíèçìîâ—
ïðîäóöåíòîâ áèîãàçà ïðîâîäèëè íà ñðåäå ñëåäóþ-
ùåãî ñîñòàâà (ã/ë): K2HPO4 — 1,0; KH2PO4 — 1,0;
NH4Cl — 2,5; MgSO4 · 7H2O — 0,5; CaCl2 · 6H2O —
0,1; NaCl — 0,1; CaCO3 — 1,0; NaHCO3 — 5,0;
äðîææåâîé ýêñòðàêò — 2,0; ïåïòîí — 1,0; ðàñòâîð
ìèêðîýëåìåíòîâ — 1 ìë; ðåçàçóðèí — 0,5 ìã/ë; âîäà
äèñòèëëèðîâàííàÿ — 1000 ìë; ðÍ = 7,0—7,5. Ðàñò-
âîð ìèêðîýëåìåíòîâ ñîäåðæàë (ìã/ë): ZnCl2 — 70,0;
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MnCl2 · 4H2O — 100,0; CoCl2 · 6H2O — 190,0; H3BO3 —
6,0; Na2MoO4 · 2H2O — 36,0; CuCl2 · 2H2O — 2,0;
NiCl2 · 6H2O — 24,0; Na2WO4 · 2H2O — 15,0;
FeSO4 · 7H2O — 1,0 ã/ë. Ñóëüôàò æåëåçà ïðåäâà-
ðèòåëüíî ðàñòâîðÿëè â 10 ìë 25% HCl; âîäà äèñ-
òèëëèðîâàííàÿ — 990 ìë. Â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà èñ-
ïîëüçîâàëè öåëëþëîçó (ôèëüòðû îáåççîëåííûå ÌÐÒÓ
6-06-2411-65) â êîëè÷åñòâå 15 ã/ë ñðåäû. Ïðåäâàðè-
òåëüíî öåëëþëîçó íàðåçàëè íà êóñî÷êè 0,5 ñì2.

Äëÿ âûäåëåíèÿ ìèêðîáíûõ ñîîáùåñòâ áûë ïðî-
èçâåäåí îòáîð îáðàçöîâ ïðîá èç ðàçëè÷íûõ ýêîëî-
ãè÷åñêèõ ïðèðîäíûõ è àíòðîïîãåííûõ íèø (òàáë. 1).
Ïîñåâíîé ìàòåðèàë (30% îò îáùåãî îáúåìà ñðåäû)
âíîñèëè â 30 ìë ïèòàòåëüíîé ñðåäû, ñîäåðæàùåé-
ñÿ âî ôëàêîíàõ íà 100 ìë. Ôëàêîíû ãåðìåòè÷íî
çàêðûâàëè ðåçèíîâîé ïðîáêîé, çàêàòûâàëè àëþìè-
íèåâûì êîëïà÷êîì è çàìåíÿëè âîçäóøíóþ ãàçîâóþ
ôàçó íà Ar. Êóëüòóðû èíêóáèðîâàëè â òåìíîòå ïðè
òåìïåðàòóðå 55°Ñ (òåðìîôèëüíûå óñëîâèÿ) â òåð-
ìîñòàòå (Binder BD 115, Ãåðìàíèÿ). Õðàíåíèå êóëü-
òóð îñóùåñòâëÿëè â 25%-ì ãëèöåðîëå â àíàýðîáíûõ
óñëîâèÿõ ïðè –20°Ñ.

Àêòèâíîñòü ìèêðîáíîãî ñîîáùåñòâà îïðåäåëÿëè
ïî ïðèðîñòó ìåòàíà â ãàçîâîé ôàçå è ïî ñòåïåíè
äåñòðóêöèè ñóáñòðàòà. Ïðè ìàêñèìàëüíî âîçìîæíîì
ðàçëîæåíèè ñóáñòðàòà è îêîí÷àíèè îáðàçîâàíèÿ ãà-
çîîáðàçíûõ ïðîäóêòîâ âî ôëàêîíàõ îñóùåñòâëÿëè
ïåðåñåâ êóëüòóð â ñâåæóþ ñðåäó. Ïðîäóêòû êóëüòè-

âèðîâàíèÿ îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ õðîìà-
òîãðàôèè. Ñòàáèëüíîñòü âûáðàííûõ ñîîáùåñòâ ïðî-
âåðÿëè ïóòåì íåîäíîêðàòíûõ ïåðåñåâîâ íà ñâåæóþ
ïèòàòåëüíóþ ñðåäó ñ ñîõðàíåíèåì èñõîäíûõ ïàðà-
ìåòðîâ áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè. Îïðåäåëåíèå êîí-
öåíòðàöèé ÑÍ4, ÑÎ2 è Í2 îñóùåñòâëÿëè ìåòîäîì
ãàçîâîé õðîìàòîãðàôèè íà õðîìàòîãðàôå Êðèñòàëë
2000 Ì (Õðîìàòýê, ÐÔ), îñíàùåííîì ìèêðîêàïèë-
ëÿðíîé êîëîíêîé FFIP (15 000 ½ 0,5 ìì), ãàç-íîñè-
òåëü — àðãîí, ðàñõîä 15 ìë/ìèí, äåòåêòîð — ÏÈÄ,
òåìïåðàòóðà äåòåêòîðà 200°Ñ, òåìïåðàòóðíûé ãðàäè-
åíò â òåðìîñòàòå îò 70 äî 160°Ñ. Ðåçóëüòàòû õðîìà-
òîãðàôèè îáðàáàòûâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììíîãî
îáåñïå÷åíèÿ Chromatec Analytic 2.5 (ÐÔ).

Àêòèâíîñòü ãàçîîáðàçîâàíèÿ îöåíèâàëè, èçìå-
ðÿÿ èçáûòî÷íîå äàâëåíèå â ãåðìåòè÷íî çàêðûòûõ
ôëàêîíàõ ñ êóëüòèâèðóåìûì ñîîáùåñòâîì. Êîíöåí-
òðàöèþ èíäèâèäóàëüíîãî ãàçà â ñìåñè îïðåäåëÿëè
ïî ôîðìóëå:

À = (�Vãàçà/�Vñìåñè) · 100,

ãäå �Vãàçà — ñóììàðíûé îáúåì èíäèâèäóàëüíîãî ãàçà,
îïðåäåëÿåìûé ñ ó÷åòîì ïîòåðü ïðè îòáîðå ïðîá äëÿ
õðîìàòîãðàôè÷åñêîãî îïðåäåëåíèÿ ñîñòàâà ãàçîâîé
ñìåñè, �Vñìåñè — ñóììàðíûé îáúåì ñìåñè ãàçîâ,
îáðàçîâàâøèõñÿ çà ïåðèîä êóëüòèâèðîâàíèÿ, òàêæå
ñ ó÷åòîì ïîòåðü.

Vãàçà ïðè íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ (ð = 1 àòì, t =
= 273,15 Ê = 0°Ñ) îïðåäåëÿëè, èñïîëüçóÿ óðàâíå-
íèå ñîñòîÿíèÿ èäåàëüíîãî ãàçà — óðàâíåíèå Êëà-
ïåéðîíà—Ìåíäåëååâà, óñòàíàâëèâàþùåå çàâèñèìîñòü
ìåæäó äàâëåíèåì, ìîëÿðíûì îáúåìîì è àáñîëþò-
íîé òåìïåðàòóðîé èäåàëüíîãî ãàçà. Â ñëó÷àå ïîñòî-
ÿííîé ìàññû ãàçà óðàâíåíèå ìîæíî çàïèñàòü â âèäå
p · V/Ò = const.

Vãàçà = (p · Vô · Tíó · a)/(píó · T · 100),

ãäå à — êîíöåíòðàöèÿ ãàçà, èçìåðåííàÿ íà õðîìà-
òîãðàôå (%), ð — äàâëåíèå âî ôëàêîíå (áàð), píó —
äàâëåíèå ïðè íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ, Ò — òåìïåðà-
òóðà êóëüòèâèðîâàíèÿ,Tíó — òåìïåðàòóðà ïðè íîð-
ìàëüíûõ óñëîâèÿõ, Vô — îáúåì ãàçîâîé ôàçû âî
ôëàêîíå ñ êóëüòèâèðóåìûì ñîîáùåñòâîì. Èñïîëüçóÿ
ñëåäñòâèå èç çàêîíà Àâîãàäðî (ïðè íîðìàëüíûõ óñëî-
âèÿõ îäèí ìîëü ëþáîãî ãàçà çàíèìàåò îáúåì, ðàâ-
íûé 22,4 ë), ìîæíî îïðåäåëèòü êîëè÷åñòâî âåùåñò-
âà (ìîëè) ñèíòåçèðîâàííîãî ãàçà � = Vãàçà/22,4.

Äëÿ íàáëþäåíèÿ çà ñîñòàâîì ìèêðîáíûõ ñîîá-
ùåñòâ è èçìåíåíèÿìè, ïðîèñõîäÿùèìè â ïðîöåññå
êóëüòèâèðîâàíèÿ ìèêðîîðãàíèçìîâ, òàêæå èñïîëü-
çîâàëè îïòè÷åñêèé ìèêðîñêîï Nikon Eclipse Å100
ñ ôîòîíàñàäêîé DS-Fi1 (Nikon, Ãåðìàíèÿ). Äëÿ ýòî-
ãî ãîòîâèëè ôèêñèðîâàííûå îêðàøåííûå ïðåïàðàòû
ñîîáùåñòâ: àëèêâîòó â 100 ìêë îòáèðàëè ñòåðèëüíûì
øïðèöåì, íàíîñèëè íà ïëîùàäü 1,5 ñì2 ïðåäìåò-
íîãî ñòåêëà, âûñóøèâàëè, òåðìè÷åñêè ôèêñèðîâàëè

ÂÅÑÒÍ. ÌÎÑÊ. ÓÍ-ÒÀ. ÑÅÐ. 16. ÁÈÎËÎÃÈß. 2012. ¹ 2 37

Òàáëèöà 1

Èñòî÷íèêè ïîñåâíîãî ìàòåðèàëà

¹ Íàçâàíèÿ ìåñòà (èñòî÷íèêà) îòáîðà ïðîá

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

Êîìïîñòíàÿ êó÷à ¹ 1 (Ìîñêîâñêàÿ îáë.)

Êîìïîñòíàÿ êó÷à ¹ 2 (Ìîñêîâñêàÿ îáë.)

Æîì êðàñíîãî âèíîãðàäà (Äàãåñòàí)

Æîì áåëîãî âèíîãðàäà (Äàãåñòàí)

Ïîìåò êðîëèêà (Ìîñêîâñêàÿ îáë.)

Íàâîç êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (ÊÐÑ) ¹ 1 (Ìîñêîâ-
ñêàÿ îáë.)

Íàâîç ÊÐÑ ¹ 2 (Ìîñêîâñêàÿ îáë.)

Ïðîáû èç ïðåñíîâîäíûõ òåðìîôèëüíûõ âîäîåìîâ (ÏÏÒÂ)
Êàì÷àòêè ¹ 21

ÏÏÒÂ Êàì÷àòêè ¹ 23

ÏÏÒÂ Êàì÷àòêè ¹ 20

ÏÏÒÂ Êàì÷àòêè ¹ 22

ÏÏÒÂ Êàì÷àòêè ¹ 19

ÏÏÒÂ Êàì÷àòêè ¹ 17
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è îêðàøèâàëè âîäíûì ðàñòâîðîì ôóêñèíà â òå÷åíèå
3 ìèí. Ïðåïàðàòû ðàññìàòðèâàëè ïîä èììåðñèîí-
íûì ìàñëîì ïðè óâåëè÷åíèè ½900. Âñå ýêñïåðèìåí-
òû ïðîâîäèëè â òðåõ—ïÿòè ïîâòîðíîñòÿõ.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Îñíîâíîé îñîáåííîñòüþ àíàýðîáíîãî ïðåâðàùå-
íèÿ öåëëþëîçû â ìåòàí ÿâëÿåòñÿ ñëîæíàÿ ñòðóê-
òóðà ó÷àñòâóþùèõ â òàêèõ ïðåâðàùåíèÿõ ìèêðîá-
íûõ ñîîáùåñòâ, ñêëàäûâàþùàÿñÿ â ñâîåîáðàçíóþ
“ïèùåâóþ öåïü”. Ìèêðîáíûå ïîïóëÿöèè, àíàýðîáíî
ïðåîáðàçóþùèå öåëëþëîçó â ìåòàí, òàêñîíîìè÷å-
ñêè ðàçíîîáðàçíû, ðàçëè÷àþòñÿ â ïñèõðîôèëüíûõ,
ìåçîôèëüíûõ è òåðìîôèëüíûõ ìåñòîîáèòàíèÿõ, îä-
íàêî ïðîâîäÿò â îñíîâíîì îäíè è òå æå ðåàêöèè
[19—21]. Òåñíûå âçàèìîîòíîøåíèÿ âíóòðè ìèêðîá-
íîãî ñîîáùåñòâà áàçèðóþòñÿ ïðåæäå âñåãî íà ïèùå-
âûõ ïîòðåáíîñòÿõ, ñêëàäûâàþùèõñÿ âíóòðè öåïè,
êîãäà ïðîäóêòû îäíèõ ïðîöåññîâ ñòàíîâÿòñÿ ñóáñò-
ðàòàìè äëÿ äðóãèõ áåç çíà÷èòåëüíîãî íàêîïëåíèÿ
ïðîìåæóòî÷íûõ ñîåäèíåíèé, ÷àñòî ÿâëÿþùèõñÿ òîê-
ñè÷íûìè äàæå äëÿ îðãàíèçìîâ, èõ ïîòðåáëÿþùèõ,
åñëè èõ êîíöåíòðàöèè ïðåâûñÿò êðèòè÷åñêèå [22].
Ïðè ðàçëîæåíèè öåëëþëîçû ïîñëå äåéñòâèÿ ãèäðî-
ëèòèêîâ è áðîäèëüùèêîâ ñðåäè îñíîâíûõ ïðîäóê-
òîâ îáíàðóæèâàþòñÿ ëåòó÷èå æèðíûå êèñëîòû (ËÆÊ),
ñïèðòû, âîäîðîä è óãëåêèñëûé ãàç, ñèíòðîôíûå áàê-
òåðèè ñïîñîáíû ïðåâðàùàòü ËÆÊ è ñïèðòû â àöå-
òàò, CO2 è H2. Íà çàêëþ÷èòåëüíîì ýòàïå ìåòàíîãåíû
èç ýòèõ ïðîäóêòîâ îáðàçóþò áèîãàç. Ïðè ýòîì áûñò-
ðîå è áåñïðåïÿòñòâåííîå ïðîòåêàíèå îáùåãî ïðîöåñ-
ñà çàâèñèò îò ýôôåêòèâíîãî óäàëåíèÿ îáðàçóþùåãî-
ñÿ íà ïåðâîé ñòàäèè âîäîðîäà ãèäðîãåíîòðîôíûìè
ìåòàíîãåíàìè — åäèíñòâåííûìè îðãàíèçìàìè ñèñ-
òåìû, ñïîñîáíûìè àíàýðîáíî óäàëÿòü âîäîðîä äëÿ
âîññòàíîâëåíèÿ ÑÎ2 â ìåòàí.

Äëÿ âûäåëåíèÿ àêòèâíûõ ñîîáùåñòâ ìèêðîîð-
ãàíèçìîâ, îáðàçóþùèõ áèîãàç, íàìè áûëè ïðîâåäå-
íû ýêñïåðèìåíòû ïî ïîäáîðó îïòèìàëüíîé ñðåäû
êóëüòèâèðîâàíèÿ àíàýðîáíûõ ìèêðîáíûõ êîíñîð-
öèóìîâ. Òàêæå ó÷èòûâàëè òîò ôàêò, ÷òî âûáðàííàÿ
ñðåäà íå äîëæíà ñîäåðæàòü äîðîãîñòîÿùèõ êîìïî-
íåíòîâ è áûòü îïòèìàëüíîé äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ
ìèêðîîðãàíèçìîâ, âûäåëåííûõ èç ðàçëè÷íûõ ýêîëî-
ãè÷åñêèõ íèø. Äëÿ ýòîãî áûëè ïðîàíàëèçèðîâàíû
íåñêîëüêî òèïîâ ïèòàòåëüíûõ ñðåä èçâåñòíîãî ñî-
ñòàâà, èñïîëüçóåìûõ äëÿ âûäåëåíèÿ è êóëüòèâèðîâà-
íèÿ àíàýðîáíûõ öåëëþëîçîëèòèêîâ è ìåòàíîãåíîâ
[23—26]. Òàêèì îáðàçîì, â êà÷åñòâå óíèâåðñàëüíîé
ïèòàòåëüíîé ñðåäû áûëà ðàçðàáîòàíà ìîäèôèöèðî-
âàííàÿ ñðåäà, êîòîðàÿ óäîâëåòâîðÿëà áû ïîòðåáíî-
ñòÿì âñåõ îñíîâíûõ ãðóïï ìèêðîîðãàíèçìîâ, îñó-
ùåñòâëÿþùèõ ïðîöåññ ïðåâðàùåíèÿ öåëëþëîçû â ìå-
òàí: ãèäðîëèòèêîâ, ñèíòðîôîâ è ìåòàíîãåíîâ. Äëÿ
êóëüòèâèðîâàíèÿ ñîîáùåñòâ áûëè âûáðàíû òåðìî-
ôèëüíûå óñëîâèÿ ñ òåìïåðàòóðîé +55°Ñ, òàê êàê
èçâåñòíî, ÷òî ïðåèìóùåñòâàìè òàêîãî ïðîöåññà ïî-
ìèìî îáðàçîâàíèÿ áèîãàçà ÿâëÿþòñÿ áîëåå ïîëíûé

ãèäðîëèç ñóáñòðàòà, îòíîñèòåëüíî íåçíà÷èòåëüíîå îá-
ðàçîâàíèå ìèêðîáíîé áèîìàññû, êîòîðóþ ìîæíî çà-
òåì èñïîëüçîâàòü äëÿ óäîáðåíèé, à òàêæå âîçìîæ-
íîñòü ñàíèòàðíîé îáðàáîòêè ìàòåðèàëà (óíè÷òîæåíèå
ïàòîãåííûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ è ëè÷èíîê ãåëüìèí-
òîâ), [3, 27—31].

Ñåëåêöèþ è âûäåëåíèå ìèêðîáíûõ ñîîáùåñòâ,
îáðàçóþùèõ ìàêñèìàëüíîå êîëè÷åñòâî ìåòàíà, ïðî-
âîäèëè íà îñíîâå îöåíêè êîíöåíòðàöèè ìåòàáîëè-
òîâ (ìåòàí, óãëåêèñëûé ãàç) ñ ïîìîùüþ ãàçîâîé
õðîìàòîãðàôèè. Íåìàëîâàæíûì ôàêòîðîì â áèîòåõ-
íîëîãèè ÿâëÿåòñÿ ñòàáèëüíàÿ àêòèâíîñòü ðàáîòàþ-
ùèõ ñîîáùåñòâ ìèêðîîðãàíèçìîâ. Ïîýòîìó êàæäîå
îòîáðàííîå ñîîáùåñòâî ïðîâåðÿëè íà ñîõðàíåíèå
èñõîäíûõ ïàðàìåòðîâ âûõîäà áèîãàçà â òå÷åíèå íå-
ñêîëüêèõ ïåðåñåâîâ. Ïîñêîëüêó ïðîöåññ ìåòàíîãåíå-
çà ÿâëÿåòñÿ çàêëþ÷èòåëüíûì â öåïî÷êå ïðåâðàùåíèé
îðãàíè÷åñêîãî ñûðüÿ ïîä âîçäåéñòâèåì áèîëîãè-
÷åñêîé äåñòðóêöèè ìèêðîîðãàíèçìîâ, äëÿ ïîëíîãî
èññëåäîâàíèÿ ïðîöåññîâ, ïðîèñõîäÿùèõ â âûáðàí-
íîì ñîîáùåñòâå, â ðÿäå ñëó÷àåâ òðåáîâàëîñü íå ìå-
íåå 25 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ â òå÷åíèå îäíîãî ïàñ-
ñàæà (ðèñ. 1, 2). Èç 24 èññëåäîâàííûõ êóëüòóð áûëè
îòîáðàíû íàèáîëåå ïðîäóêòèâíûå ñîîáùåñòâà, êî-
òîðûå áûëè èñïîëüçîâàíû äëÿ ïîñëåäóþùèõ ïåðå-
ñåâîâ (òàáë. 1).

Â îñíîâíîì ñîîáùåñòâà, óñïåøíî òðàíñôîðìè-
ðóþùèå öåëëþëîçó â áèîãàç, áûëè âûäåëåíû èç íà-
âîçà òðàâîÿäíûõ æèâîòíûõ. Âûáðàííûå àíàýðîáíûå
ìèêðîáíûå ñîîáùåñòâà îòëè÷àëèñü âûñîêîé ýôôåê-
òèâíîñòüþ êîíâåðñèè öåëëþëîçû â ìåòàí (â ñðåäíåì
îêîëî 15 ììîëüÑÍ4/ã ñóáñòðàòà) è îòëè÷àëèñü óñòîé-
÷èâûì îáðàçîâàíèåì áèîãàçà íà ïðîòÿæåíèè 5 ïå-
ðåñåâîâ (áîëåå ïîëóãîäà êóëüòèâèðîâàíèÿ). Ïî ìåðå
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Ðèñ. 1. Äèíàìèêà îáðàçîâàíèÿ ìåòàíà ñîîáùåñòâàìè ¹ 1—12
(1-é ïàññàæ), âûðàùåííûõ â òåðìîôèëüíûõ óñëîâèÿõ. Äàííûå
ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèì àðèôìåòè÷åñêèì èç 3—5 ïîâòîðíîñòåé; âà-
ðèàáåëüíîñòü çíà÷åíèé âíóòðè ýêñïåðèìåíòà íå ïðåâûøàëà 10%



ñòàáèëèçàöèè áîëüøèíñòâà ñîîáùåñòâ ïðîèñõîäèëî
óâåëè÷åíèå ïðîäóêöèè CH4 â ñîñòàâå áèîãàçà (òàáë. 2).
Ñîîáùåñòâà ¹ 1, 2 è 16, êîòîðûå ïîêàçàëè íåçíà-
÷èòåëüíîå óñèëåíèå îáðàçîâàíèÿ áèîãàçà ïîñëå âòî-
ðîãî ïåðåñåâà, äàëåå íå èçó÷àëèñü. Íà ïðîòÿæåíèè
âñåãî èññëåäîâàíèÿ êóëüòóðû ¹ 23 è ¹ 24 äîñòè-
ãàëè ñâîåãî êîíå÷íîãî çíà÷åíèÿ ïî âûõîäó ìåòàíà
íå ðàíåå, ÷åì ÷åðåç 36—40 äíåé êóëüòèâèðîâàíèÿ
(äàííûå íå ïðåäñòàâëåíû), â òî âðåìÿ êàê äðóãèå
èññëåäîâàííûå ñîîáùåñòâà áîëåå àêòèâíî ïîòðåáëÿ-
ëè ñóáñòðàò è ïåðåâîäèëè åãî â ìåòàí çà 18—25 ñóò.
Â öåëîì â ïðîöåññå êóëüòèâèðîâàíèÿ íà ìîäèôè-
öèðîâàííîé ñðåäå ñ èñòî÷íèêîì óãëåðîäà — öåëëþ-
ëîçîé — ñîîáùåñòâà âûðàáàòûâàëè äî 60% ìåòàíà,
÷òî óäîâëåòâîðÿåò ñîâðåìåííûì òðåáîâàíèÿì ïî ìèê-
ðîáíîé ïðîäóêöèè áèîãàçà. Ïðè ýòîì ñîäåðæàùèéñÿ
â ãàçîâîé ñìåñè óãëåêèñëûé ãàç, èìåþùèé áèîëîãè-
÷åñêîå ïðîèñõîæäåíèå, òàêæå ìîæåò íàéòè ïðèìå-
íåíèå â ïèùåâîé ïðîìûøëåííîñòè (äëÿ âûðàáîòêè
ñóõîãî ëüäà èëè ãàçèðîâàíèÿ íàïèòêîâ). Ñîäåðæàíèå
âîäîðîäà íà êîíåö êóëüòèâèðîâàíèÿ íå ïðåâûøàëî
äåñÿòûõ äîëåé ïðîöåíòà, à â ïîäàâëÿþùåì áîëüøèí-
ñòâå îáðàçöîâ ðàâíÿëîñü íóëþ, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò
î ñáàëàíñèðîâàííîì ïðîöåññå àíàýðîáíîãî ïðåâðà-
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Ðèñ. 2. Äèíàìèêà îáðàçîâàíèÿ ìåòàíà ñîîáùåñòâàìè ¹ 13—24

(1-é ïàññàæ), âûðàùåííûõ â òåðìîôèëüíûõ óñëîâèÿõ. Äàííûå

ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèì àðèôìåòè÷åñêèì èç 3—5 ïîâòîðíîñòåé; âà-

ðèàáåëüíîñòü çíà÷åíèé âíóòðè ýêñïåðèìåíòà íå ïðåâûøàëà 10%

Òàáëèöà 2

Ñâîäíûå äàííûå ïî îáðàçîâàíèþ ìåòàíà ìèêðîáíûìè ñîîáùåñòâàìè

¹ ïðîáû 1-é ïàññàæ 2-é ïàññàæ 3-é ïàññàæ 4-é ïàññàæ 5-é ïàññàæ

1 ÑÍ4 (ñóììàðíîå ñîäåðæàíèå, %) 27,5 38,8 — — —

ììîëüÑÍ4/ë ñðåäû 41,2 73,4

ììîëüÑÍ4/ã öåëëþëîçû 2,7 4,9

2 ÑÍ4 (ñóììàðíîå ñîäåðæàíèå, %) 24,7 41,8 — — —

ììîëüÑÍ4/ë ñðåäû 36,8 46,5

ììîëüÑÍ4/ã öåëëþëîçû 2,4 3,1

3 ÑÍ4 (ñóììàðíîå ñîäåðæàíèå, %) 51,1 39,6 59,7 56,7 53,5

ììîëüÑÍ4/ë ñðåäû 124,9 75,2 249,9 221,6 248,6

ììîëüÑÍ4/ã öåëëþëîçû 8,3 5,0 16,7 14,8 16,6

4 ÑÍ4 (ñóììàðíîå ñîäåðæàíèå, %) 32,4 47,0 34,3 61,5 47,5

ììîëüÑÍ4/ë ñðåäû 47,3 153,2 60,3 205,4 158,2

ììîëüÑÍ4/ã öåëëþëîçû 3,1 10,2 4,0 13,7 10,5

6 ÑÍ4 (ñóììàðíîå ñîäåðæàíèå, %) 49,2 51,3 56,6 56,1 56,3

ììîëüÑÍ4/ë ñðåäû 219,2 180,7 175,9 128,4 246,3

ììîëüÑÍ4/ã öåëëþëîçû 14,6 12,0 11,7 8,6 16,4

7 ÑÍ4 (ñóììàðíîå ñîäåðæàíèå, %) 43,3 35,2 32,5 59,8 53,9

ììîëüÑÍ4/ë ñðåäû 69,4 74,9 67,8 237,2 22,9

ììîëüÑÍ4/ã öåëëþëîçû 4,6 5,0 4,5 15,8 16,2

16 ÑÍ4 (ñóììàðíîå ñîäåðæàíèå, %) 26,8 31,0 — — —

ììîëüÑÍ4/ë ñðåäû 14,7 86,3

ììîëüÑÍ4/ã öåëëþëîçû 1,0 5,7



ùåíèÿ óãëåðîäà â ìåòàí è àêòèâíîé ðàáîòå ñèí-
òðîôíûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ. Õîòÿ öåëëþëîçà è ãå-
ìèöåëëþëîçà ÿâëÿþòñÿ îñíîâíûìè êîìïîíåíòàìè
ðàñòèòåëüíîé áèîìàññû, êîòîðûå ïîäâåðãàþòñÿ ìèê-
ðîáíîé òðàíñôîðìàöèè â ìåòàí, ïîëó÷åíèå áèîãàçà
ñ âûñîêîé ýôôåêòèâíîñòüþ èç ýòèõ ñóáñòðàòîâ ïðåä-
ñòàâëÿåòñÿ çàòðóäíèòåëüíûì [32], ïîñêîëüêó èñõîäíîå
ðàñòèòåëüíîå ñûðüå íåîáõîäèìî ïîäâåðãíóòü ïðåä-
âàðèòåëüíîé îáðàáîòêå äëÿ òîãî, ÷òîáû ñäåëàòü åãî
äîñòóïíûì äëÿ ìèêðîáíîãî ðàçëîæåíèÿ. Â òî æå
âðåìÿ áóìàãà è êàðòîí, êîòîðûå ñîñòàâëÿþò áîëü-
øóþ ÷àñòü ãîðîäñêèõ òâåðäûõ îòõîäîâ, ÿâëÿþòñÿ õî-
ðîøèì ìàòåðèàëîì, ïîäâåðãàþùèìñÿ áèîäåãðàäà-
öèè [33]. Ïðè ýòîì àíàýðîáíûå ñïîñîáû ïåðåðàáîò-
êè áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíû, òàê êàê êîìïîñòèðîâàíèå
õàðàêòåðèçóåòñÿ î÷åíü äëèòåëüíûì ïåðèîäîì áèî-
ðàñùåïëåíèÿ.

Ðàçëè÷èÿ â ñîñòàâå ìèêðîáíûõ ñîîáùåñòâ êàê
ìåæäó êóëüòóðàìè, âûäåëåííûìè èç ðàçëè÷íûõ èñ-
òî÷íèêîâ, òàê è ìåæäó íà÷àëüíûìè è êîíå÷íûìè

ýòàïàìè (ïàññàæàìè) ñåëåêöèè ñîîáùåñòâ áûëè çà-
ôèêñèðîâàíû ïðè ìèêðîñêîïè÷åñêîì èññëåäîâàíèè
ïðåïàðàòîâ (ðèñ. 3, 4). Òàê, ìèêðîîðãàíèçìû ïðåä-
ñòàâëåíû ðàçëè÷íûìè ôîðìàìè: êîðîòêèìè è äëèí-
íûìè ïàëî÷êàìè, êîêêàìè, ìèêðîîðãàíèçìàìè íå-
ïðàâèëüíîé ôîðìû (èçîãíóòûìè ôîðìàìè), áîëüøèì
êîëè÷åñòâîì ñïîð (ïðåèìóùåñòâåííî êëîñòðèäèàëü-
íîãî òèïà ñïîðîíîøåíèÿ), ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ïðè-
ñóòñòâèè Clostridium spp., êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ èçâåñò-
íûìè àêòèâíûìè öåëëþëîçîëèòèêàìè è èãðàþò îäíó
èç ãëàâåíñòâóþùèõ ðîëåé â àíàýðîáíîì ðàçëîæåíèè
öåëëþëîçû. Èçâåñòíî, ÷òî ìåòàíîãåííîå ñîîáùåñò-
âî — ýòî òèïè÷íûé ïðèìåð ñèíòðîôèçìà, ãäå ïàðò-
íåðû ïî÷òè ïîëíîñòüþ çàâèñÿò äðóã îò äðóãà [15].
Òàêèå êîíñîðöèóìû ìîãóò âêëþ÷àòü â ñåáÿ äî 60 ðàç-
ëè÷íûõ âèäîâ áàêòåðèé è àðõåé, ðàçâèâàþùèõñÿ â
àíàýðîáíûõ óñëîâèÿõ, ÷üå âçàèìîäåéñòâèå îñíîâû-
âàåòñÿ íà òðîôè÷åñêîé âçàèìîñâÿçè, îáìåíå ôàêòî-
ðàìè ðîñòà, âîçäåéñòâèè ôèçèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ
âåùåñòâ [22, 34].
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¹ ïðîáû 1-é ïàññàæ 2-é ïàññàæ 3-é ïàññàæ 4-é ïàññàæ 5-é ïàññàæ

17 ÑÍ4 (ñóììàðíîå ñîäåðæàíèå, %) 22,5 50,8 52,5 50,1 54,3

ììîëüÑÍ4/ë ñðåäû 24,8 187,1 159,4 133,5 271,7

ììîëüÑÍ4/ã öåëëþëîçû 1,6 12,5 10,6 8,9 18,2

18 ÑÍ4 (ñóììàðíîå ñîäåðæàíèå, %) 20,7 43,8 59,4 55,2 54,0

ììîëüÑÍ4/ë ñðåäû 17,1 84,7 247,9 230,7 247,3

ììîëüÑÍ4/ã öåëëþëîçû 1,1 5,6 16,5 15,4 16,5

19 ÑÍ4 (ñóììàðíîå ñîäåðæàíèå, %) 56,1 53,9 55,9 52,9 56,1

ììîëüÑÍ4/ë ñðåäû 288,1 256,3 247,5 222,7 172,6

ììîëüÑÍ4/ã öåëëþëîçû 19,2 17,1 16,5 14,8 11,5

20 ÑÍ4 (ñóììàðíîå ñîäåðæàíèå, %) 50,7 59,9 57,2 53,2 51,9

ììîëüÑÍ4/ë ñðåäû 241,8 229,7 258,2 225,9 167,9

ììîëüÑÍ4/ã öåëëþëîçû 16,1 15,3 17,2 15,1 11,2

21 ÑÍ4 (ñóììàðíîå ñîäåðæàíèå, %) 54,5 59,0 55,2 53,6 58,4

ììîëüÑÍ4/ë ñðåäû 225,4 258,2 270,3 213,8 233,8

ììîëüÑÍ4/ã öåëëþëîçû 15,0 17,2 18,0 14,2 15,6

22 ÑÍ4 (ñóììàðíîå ñîäåðæàíèå, %) 54,8 53,7 53,9 61,5 56,6

ììîëüÑÍ4/ë ñðåäû 340,1 251,9 237,3 215,7 200,5

ììîëüÑÍ4/ã öåëëþëîçû 22,7 16,8 15,8 14,4 13,4

23 ÑÍ4 (ñóììàðíîå ñîäåðæàíèå, %) 49,3 61,5 55,9 52,6 —

ììîëüÑÍ4/ë ñðåäû 206,5 209,6 263,9 252,8

ììîëüÑÍ4/ã öåëëþëîçû 13,8 13,9 17,6 16,9

24 ÑÍ4 (ñóììàðíîå ñîäåðæàíèå, %) 59,0 57,9 54,5 47,6 —

ììîëüÑÍ4/ë ñðåäû 312,6 193,5 213,9 259,3

ììîëüÑÍ4/ã öåëëþëîçû 20,8 12,9 14,3 17,3

Ïðèìå÷åíèå. Äàííûå ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèì àðèôìåòè÷åñêèì èç 3—5 ïîâòîðíîñòåé; âàðèàáåëü-
íîñòü çíà÷åíèé âíóòðè ýêñïåðèìåíòà íå ïðåâûøàëà 5—10%.

Îêîí÷àíèå òàáë. 2



Òàêèì îáðàçîì, â äàííîé ðàáîòå áûë ïðîâåäåí
ñêðèíèíã è îòîáðàíû òåðìîôèëüíûå àíàýðîáíûå ìèê-
ðîáíûå ñîîáùåñòâà, ñïîñîáíûå ðàçëàãàòü öåëëþëîçó
ñ îáðàçîâàíèåì áèîãàçà; áûëà ïîäîáðàíà îïòèìàëüíàÿ
ñðåäà êóëüòèâèðîâàíèÿ; ïîñëå îïðåäåëåíèÿ íàèáî-
ëåå ýôôåêòèâíûõ ñîîáùåñòâ — ïðîäóöåíòîâ ìåòàíà
áûëè îòîáðàíû íàèáîëåå ñòàáèëüíûå êîíñîðöèóìû,
ñîõðàíÿþùèå àêòèâíîñòü â òå÷åíèå áîëåå 6 ìåñ. Ìèê-
ðîñêîïè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ïîçâîëèëè îáíàðóæèòü
ðàçíîîáðàçèå ìèêðîîðãàíèçìîâ, âõîäÿùèõ â ýòè ñî-
îáùåñòâà. Ïëàíèðóåòñÿ äàëüíåéøåå èçó÷åíèå è èäåí-
òèôèêàöèÿ âõîäÿùèõ â èññëåäóåìûå ñîîáùåñòâà ìèê-
ðîîðãàíèçìîâ ñ ïðèìåíåíèåì ìåòîäîâ DGGE äëÿ

îïðåäåëåíèå âêëàäà êàæäîãî ó÷àñòíèêà ñîîáùåñòâà
â ðàçëîæåíèå öåëëþëîçû ñ îáðàçîâàíèåì ìåòàíà.

* * *
Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü çà ïðåäîñòàâëå-

íèå ãðàíòà ÔÖÏ “Íàó÷íûå è íàó÷íî-ïåäàãîãè÷åñêèå
êàäðû èííîâàöèîííîé Ðîññèè” íà 2009—2013 ãîäû;
ÃÊ ¹ Ï2470.
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THERMOPHILIC ANAEROBIC MICROBIAL COMMUNITIES
THAT TRANSORM CELULOSE INTO METHANE (BIOGAS)

E.A. Tsavkelova, M.A. Egorova, E.V. Petrova, A.I. Netrusov

Several anaerobic microbial communities that produce biogas from cellulose were isolated and
examined from 24 different natural and anthropogenic sources. The most active methane producers
have been selected under thermophilic conditions (+55°C). In order to optimize the cultivation
conditions for better growth and development of both cellulosolitics and methanogens, the modi-
fied medium has been developed. The most stable microbial consortia maintained their activities
in biogas formation for at least 5 passages. The composition of biogas has been studied by using gas
chromatography. In average, the percentage of methane in produced biogas reached 60%. Micro-
scopy studies of anaerobic microbial communities revealed the presence of morphologically different
cells that varied as community stabilized.

Key words: biogas, methane, cellulose, anaerobic microbial communities, thermophilic conditions.
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