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Аннотация
Введение. Изучение биоразнообразия активных илов может служить основой для выбора альтернативных путей утилизации избытков активного ила. Цель исследования: изучение разнообразия бактериального сообщества активных илов муниципальных и промышленных биологических очистных сооружений (БОС) г. Перми методом метагеномного секвенирования и определение возможности накопления полигидроксиалканоатов биомассой смешанных культур. Методы: метагеномное секвенирование генов 16S рРНК, эпифлуоресцентная микроскопия, атомно-абсорбционный метод определения концентрации тяжелых металлов. Результаты: изучено биоразнообразие активных илов коммунально-бытовых БОС, нефтеперерабатывающего (ПНОС) и целлюлозно-бумажного (ПЦБК) предприятий Перми (Россия). Показано, что доминирующими филумами домена Bacteria во всех исследуемых образцах являлись Proteobacteria, Firmicutes и Bacteroidetes, причем доля Proteobacteria вактивном иле муниципальных БОС составляла 55 %, промышленных — от 26 (ПНОС) до 62 % (ПЦБК). В активном иле очистных сооружений ПНОС преобладали Firmicutes (45 %), а доминирующим семейством являлось Peptostreptococcaceae (61 %). В активном иле анаэробной и аэробной зоны аэротенка муниципальных БОС доминировал род Acinetobacter — 12 и 44 % соответственно, в очистных сооружениях ПЦБК — Sulfuricurvumsp. (17 %), ПНОС — Romboutsia sp. (50 %). Показано, что после выращивания биомассы активных илов на среде с бутиратом натрия, лимитированной по азоту, клетки всех образцов содержат включения полигидроксиалканоатов, что может рассматриваться как вариант использования избытков активного ила
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Введение
Биоразнообразие активных илов формируется микроорганизмами разных систематических групп, однако именно прокариотам принадлежит главенствующая роль в процессах очистки сточных вод. На соотношение различных филогенетических групп домена Bacteria могут влиять такие физико-химические факторы, как химический состав воды, рН, присутствие загрязняющих веществ и их концентрация, температура, содержание растворенного кислорода. Одним из современных методов, позволяющим получить наиболее полную информацию о составе микробного сообщества, является метод метагеномного секвенирования генов 16S рРНК. В последнее время метагеномные исследования широко используются для изучения микробных сообществ различных экологических ниш, в том числе ряд работ посвящен изучению метагенома активных илов (Гловер, 1988). Так, методом метагеномного секвенирования изучено биоразнообразие активного ила муниципальных сточных вод, сталелитейных предприятий, системы очистки сточных вод угольных шахт, общей станции очистки сточных вод, обрабатывающей стоки фармацевтических, химических и лакокрасочных производств (Mitchell et al., 2014), нефтеперерабатывающего, текстильного, фармацевтического производства, предприятия синтеза акриловых полимеров, окраски тканей, обработки сыворотки, производства кормов для домашних животных. Информация о микробном разнообразии активных илов расширяет представление об участии бактерий разных систематических групп в круговороте биогенных элементов, и, кроме того, может служить основой для выбора альтернативных путей утилизации избытков активного ила. Одной из основных проблем биологической обработки сточных вод является накопление избытка активного ила, которые необходимо утилизировать. Известны различные подходы к этой проблеме: анаэробная переработка, сжигание, пиролиз, получение сингаза, использование активного ила в качестве удобрений, карбонизация с целью получения адсорбентов, получение полезных веществ из активного ила, например, извлечение металлов, получение ферментов, протеинов, биопестицидов и биопластика. Полигидроксиалканоаты (ПГА) — запасные питательные вещества микроорганизмов, биодеградабельные полиэфиры, которые являются экологически безопасной альтернативой пластику, производимому нефтехимической промышленностью. ПГА могут быть получены не только из биомассы микроорганизмов-суперпродуцентов, но и синтезированы смешанными культурами. Ряд исследователей рассматривает потенциал активных илов как источника ПГА. Процесс получения ПГА из активного ила может включать несколько стадий: 1) обработка сточных вод с обогащением и производством биомассы, накапливающей ПГА; 2) ацидогенная ферментация активного ила для получения летучих жирных кислот; 3) аккумуляция ПГА биомассой на среде с летучими жирными кислотами; 4) выделение ПГА и их характеристика. Известно, что микроорганизмы накапливают ПГА в клетках при недостатке биогенных элементов (в основном азота и фосфора) в среде и избытке источника углерода. Cavaillé с соавторами было показано, что около 40 % бактериального сообщества активных илов из культуры, лимитированной по фосфору, представлено Acinetobacter sp., Zoogloea sp. и Simplicispirasp., причем Acinetobacter и Zoogloea являются типичными продуцентами ПГА в активном иле. В связи с вышесказанным, целью работы явилось изучение разнообразия бактериального сообщества активных илов муниципальных и промышленных БОС г. Перми методом метагеномного секвенирования и определение возможности накопления ПГА биомассой смешанных культур.
Предмет, задачи и методы 

Пробы активных илов отобраны в апреле 2017 г. на коммунальных биологических очистных сооружениях г. Перми (ООО «Новогор-Прикамье») и ООО «ЛУКОЙЛ-Пермнефтеоргсинтез» (ПНОС), в мае 2017 г. на БОС Пермскогоцеллюлозно-бумажного комбината (ПЦБК). До выделения ДНК пробы хранили при температуре 5 °С.Препараты хромосомной ДНК бактерий получали фенольным методом. Проводили метагеномный анализ исследуемых образцов по генам 16S рРНК на платформах MiSeq и Ion Torrent PGM. Приготовление библиотеки для секвенирования проводили в соответствии с инструкциями и протоколами для секвенаторов MiSeq и Ion Torrent PGM (Roche Kapa Library Prep Kit Illumina 50 Rxn / Набор KAPA) (Госстандарт России, 2001). Для получения необходимых ПЦР фрагментов использовали 2 раунда ПЦР. Использовали нуклеотидные последовательности основных праймеров для региона 16S rRNA:V1F GAGTTTGATCMTGGCTCAG;V3R WTTACCGCGGCTGCTGG.Структура праймеров с адаптером для сиквенса региона16sRNA (V1E9F и V2E10R):
Результаты исследований и обсуждение 
Проведен метагеномный анализ бактериального сообщества образцов активного ила коммунальных (кБОС) и промышленных (ПНОС, ПЦБК) БОС. Показано, что основными филумами домена Bacteria, представленными в активном иле как промышленных, так и коммунально-бытовых очистных сооружений, являлись Proteobacteria, Firmicutes и Bacteroidetes (рисунок 1). Среди бактериальных филумовактивного ила как аэробных, так и анаэробных зон муниципальных БОС и очистных сооружений целлюлозно-

6767Экологиябумажного комбината преобладал филум Proteobacteria, тогда как в активном иле очистных сооружений нефтеперерабатывающего предприятия 45 % всех представителей бактериального сообщества относились к филуму Firmicutes.
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Рисунок 1. Филумы домена Bacteria, преобладающие в активных илах различных БОС.

Определены концентрации тяжелых металлов в активном иле и сточных водах. Показано, что в активном иле коммунально-бытовых БОС содержание тяжелых металлов в несколько раз выше, чем в таковом ПНОС и ПЦБК (таблица 2).
Таблица 1. Показатели содержания органического вещества и загрязненности сточных вод нефтепродуктами (мг/л).

	Образцы
	Показатели

	
	ХПК
	БПК
	Нефтепродукты

	кБОС
	324,67
	189,56
	5,7

	ПНОС
	317,24
	-
	156,3

	ПЦБК
	2846,00
	760,00
	-


Выводы

Таким образом, при изучении биоразнообразия активных илов коммунально-бытовых и промышленных БОС методом метагеномного секвенирования было показано, что доминирующими филумами во всех исследуемых образцах являлись Proteobacteria, Firmicutes и Bacteroidetes, с преобладанием протеобактерий во всех образцах, за исключением активного ила БОС нефтехимического предприятия, в котором доминировали Firmicutes.
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