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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ СУЛЬФАТА  

КАК ТЕРМИНАЛЬНОГО АКЦЕПТОРА ЭЛЕКТРОНОВ  

ПРИ ОКИСЛЕНИИ ТОЛУОЛА В АНАЭРОБНЫХ УСЛОВИЯХ 

Деструкцию насыщенных углеводородов в аэробных условиях осуществляют подав-

ляющее большинство микроорганизмов. Анаэробной трансформации этих соединений, 

при реализации которой на очистных сооружениях будет достигнута существенная эко-

номия средств на проведение процесса очистки сточных вод, посвящено небольшое ко-

личество исследований. В то же время среди аэробных культур-деструкторов нефтепро-

дуктов встречаются штаммы, биохимические возможности которых включают способ-

ность использовать элементы с переменной валентностью как терминальные акцепторы 

электронов при окислении органических веществ, а способность разрушать алифатиче-

ские углеводороды является определенным биохимическим признаком при идентифи-

кации некоторых из них. 

Целью настоящего исследования являлось изучение способности селекционирован-

ной ассоциации иммобилизованных бактерий на волокнистом носителе использовать 

сульфат как терминальный акцептор электронов для окисления толуола. 

Материалы и методы включают аналитическое обобщение результатов: обзор лите-

ратурных источников, проведение лабораторных исследований по стандартным и со-

временным методикам с использованием современного аналитического оборудования. 

Анализ литературных исследований показал перспективность использования селекции 

микроорганизмов для расширения диапазона удаляемых загрязняющих веществ при био-

логической очистке, позволил определить основные направления интенсификации про-

цессов путем иммобилизации активного ила на носителе. Селекция микроорганизмов – 

второй важный фактор интенсификации, и в лабораторных условиях исследованы способ-

ности микроорганизмов окислять толуол в бескислородных (анаэробных) условиях. 

Проведенные исследования показали, что моноароматические углеводороды, а имен-

но толуол, может быть трансформирован селекционированными ассоциациями микро-

организмов-деструкторов с использованием при окислении нитратов и сульфатов как 

терминальных акцепторов электронов. 

Ключевые слова: углеводороды; толуол; селекция; бактерии; иммобилиза-

ция; расщепление ароматического кольца; денитрификация; анаэробные усло-

вия; волокнистый носитель. 
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SULFATE AS A TERMINAL ELECTRON ACCEPTOR  

IN TOLUENE OXIDATION IN ANAEROBIC CONDITIONS 

In aerobic conditions, many of microorganisms cause decomposition of saturated hydrocar-

bons. Little publications are available relative to anaerobic transformation of these compounds, 

which provides substantial сapiltal saving for waste water treatment. At the same time, cul-

tures found among aerobic decomposers of petroleum products are characterized by the ability 

to use elements with variable valence as terminal electron acceptors in oxidation of organic 

substances. Their ability to decompose aliphatic hydrocarbons helps to identify some of them. 

Purpose: studying the ability of a selected association of immobilized bacteria on a fibrous 

carrier to utilize sulfate as a terminal electron acceptor for toluene oxidation. Methodolo-

gy/approach: Analytical summarizing of results, literature review, laboratory research based 

on standard and modern up-to-date methodologies with the use of modern analytical equip-

ment. Findings: The availability of using microorganism selection is shown for expanding the 

range of polluting strippants in biological purification; the main directions are determined for 

the process intensification by immobilization of active sludge on a fibrous carrier. The ability 

of microorganisms to oxidize toluene under oxygen-free (anaerobic) conditions is studied in 

the laboratory conditions. Research implications: monoaromatic hydrocarbons, toluene, in 

particular, can be changed by selected associations of decomposers using terminal electron ac-

ceptors in oxidation of nitrates and sulfates. 
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Введение 

Биологическая трансформация углеводородов в присутствии кислоро-

да − известное и достаточно хорошо изученное явление 1. В аэробных усло-

виях большинство гетеротрофных микроорганизмов используют углеводо-

родные соединения как единственный источник питания. Общеизвестно, что 

нефтепродукты миллионы лет надежно хранятся в подземных пластах при 

полностью пригодных для жизни температурных и других условиях для жиз-

недеятельности микроорганизмов, но при отсутствии кислорода. В то же вре-

мя доказано, что кислород не является единственным и незаменимым акцеп-

тором электронов при микробном окислении углеводородов, потому что су-

ществуют микроорганизмы, которые способны переносить электроны из 
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органических соединений на элементы с переменной валентностью, в частно-

сти на азот, серу, хром, железо, марганец, и т. п., в их частично или полностью 

окисленной форме 2. 

Актуальность темы исследований. Моноароматические углеводоро-

ды, такие как толуол, бензол, этил-бензол, ксилол и другие, определяются 

в грунтовых водах часто в концентрациях, которые значительно превышают 

существующие водные стандарты и нормативы 3. Практически повсемест-

ное присутствие их является доказательством того, что естественные природ-

ные условия неблагоприятны для биологической трансформации этих загряз-

нений, и, прежде всего, это связано с отсутствием доступных акцепторов 

электронов для окисления углеводородов, питательных веществ, которые 

необходимы для нормального метаболизма клеток, а также высокоактивных 

культур бактерий с соответствующим метаболизмом. 

Обзор исследований. Микробное расщепление углеводородов при отсут-

ствии молекулярного кислорода в среде предопределяется наличием альтерна-

тивных акцепторов электронов, решающее значение для начала реакции транс-

формации углеводородов, скорости протекания этой реакции имеет величина 

окислительно-восстановительного потенциала среды, как показали исследования 

последних лет различных авторов. Например, в ходе исследований было уста-

новлено, что мутанты денитрифицирующих штаммов способны расти на толуоле 

и использовать его как единственный источник углерода и энергии [4]. Денитри-

фицирующая культура способна трансформировать толуол, м- и о-ксилол [5]. 

Деструкция толуола в культуре происходит также при использовании Mn(+4) как 

терминального акцептора электронов в строго анаэробных условиях [6]. Окисле-

ние толуола сопровождается выделением углекислого газа и снижением концен-

трации Mn(+4). Количество образованного СО2 значительно меньше расчетных 

величин, т. к. часть толуола используется для синтеза биомассы. На каждый моль 

окисляемого толуола используется приблизительно 14 моль диоксида марганца. 

Скорость деструкции толуола была выше, когда культура непосредственно взаи-

модействовала с твердым диоксидом марганца, что связано со способностью бак-

терий прикрепляться к частицам диоксида. Это влияло на прямое и быстрое пе-

ренесение электронов с толуола на Mn(+4). Авторами исследований отмечено, 

что после нескольких пересеваний культур их способность к окислению толуола 

Mn(+4) теряется. Эффективность расщепления толуола стимулируется внесением 

в культуральную среду дополнительных органических соединений, таких как 

щавелевая кислота. Авторы работы допускают, что переносчики электронов 

в Мn(+4) − редуцирующей культуре содержатся в клеточной оболочке и для ро-

ста бактерий необходим физический контакт с нерастворимым диоксидом мар-

ганца. Бактерии, которые используют Fe(+3) для окисления органических соеди-

нений, являются конкурентоспособными с сульфатредуцирующими бактериями 

при применении бензола как единственного источника углерода и энергии [7]. 

Исследователи считают, что использование окислов Мn(+4) и Fe(+3) как конеч-

ных акцепторов электронов в биотехнологических процессах защиты окружаю-

щей среды имеет большое значение, потому что эти соединения можно приме-

нять в замкнутом цикле окисления органических загрязнений. 
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Расщепление бензола также возможно селекционированной сульфатреду-

цирующей ассоциацией и сопровождается приростом биомассы этой популяции 

[8, 9]. В загрязненных же естественных природных условиях недостаточно эф-

фективное расщепление бензола в сульфатнасыщенных зонах водоносных пла-

стов может быть связано с отсутствием активных бензол-расщепляющих бакте-

рий и другими неблагоприятными для их метаболизма условиями. 

Алкилбензолы используются культурой сульфатредуцирующих бакте-

рий в мезофильных условиях как единственный источник углерода [10]. Ана-

лизы ДНК изолированных штаммов обнаружили их идентичность культурам 

Desulfobacterium cetonicum ta Desulfosarcina variabilis. Культуры способны 

к полной минерализации о- и м-ксилола в условиях сульфатредукции. Один из 

отделенных штаммов, близкий к Desulfococcus multivorans, будет утилизиро-

вать толуол, о-этилтолуол, м-изопропилтолуол, бензол, м-метилбензол. Изо-

лированные штаммы растут в анаэробных условиях на неочищенном машин-

ном масле, редуцируя сульфат в сульфид. 

Эффективность и скорость протекания процесса биологической очистки 

зависит от концентрации активного ила в аэротенке, биореакторе, биотенке 

и ином сооружении биологической очистки сточных вод 11, 12. Увеличение 

дозы активного ила является одним из возможных путей интенсификации ра-

боты биологических сооружений, а иммобилизация клеток-деструкторов за-

грязнителей на носителях – несомненно, новое, перспективное и сложное 

направление в технологии водообработки. Иммобилизация биоценоза имеет 

ряд преимуществ: 

− одновременное присутствие свободноплавающего и иммобилизован-

ного активного ила позволяет повысить окислительную мощность биореакто-

ра и очистной станции в целом [11]; 

− загрузка может увеличить производительность станции биологиче-

ской очистки, улучшить и сделать возможным процесс очистки стоков от 

трудноокисляемых органических веществ [13]; 

− традиционный свободноплавающий активный ил может самоокислять-

ся и загнивать при поступлении стоков в условиях крайне неравномерного ха-

рактера. Иммобилизованный активный ил начинает терять влажность на возду-

хе, сохраняя жизнедеятельность организмов в течение некоторого периода вре-

мени. Хранение иммобилизованного ила в модулях на синтетической загрузке 

возможно в течение месяца и более в определенных условиях [14, 15]; 

− применение иммобилизованного ила приводит к повышению возраста 

ила и увеличивает общее время пребывания активного ила в системе, что, со-

ответственно, повышает эффективность очистки, приводит к улучшению се-

диментационных и влагоотдающих свойств избыточного ила. Возраст актив-

ного ила на носителях больше, чем у свободноплавающего ила во взвешенном 

состоянии [13]. 

При использовании загрузок в сооружениях применяются синтетиче-

ские материалы: ерши, петельчатые загрузки и другие пространственные 

структуры [16, 17]. В процессе эксплуатации загрузки подвержены «зараста-

нию», и для правильной их эксплуатации во избежание возможных вторичных 

загрязнений необходимо обеспечение периодической регенерации загрузки, 
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что требует дополнительных затрат и создает сложности при эксплуатации 

[18, 19]. Работ, посвященных способам регенерации синтетической инертной 

загрузки, существует немного, а еще меньше способов регенерации загрузок 

реализовано на практике, на очистных станциях. Все реализованные способы 

очистки загрузки  трудоемки, энерго- и трудозатратны [20, 21]. 

Эффективность действия иммобилизованных микроорганизмов, так же 

как и свободноплавающих, зависит от большого ряда параметров биотехноло-

гического процесса (рН, температуры, концентрации различных ионов, давле-

ния), которые должны соответствовать оптимальным условиям жизнедея-

тельности иммобилизованных микроорганизмов [22−24]. При иммобилизации 

клеток микроорганизмов путем прикрепления особое внимание следует уде-

лять правильному подбору носителя [25]. Важность выбора носителя обу-

славливается целым рядом факторов – характеризующим как свойства носи-

теля для возможности закрепления микроорганизмов (например, пористость), 

так и возможными изменениями свойств носителя с течением времени и под 

действием внешних, изменяющихся (например, прочность, деформация 

и т. д.). В качестве носителей для микроорганизмов возможно использовать 

как органические носители: древесные стружки или кору, керамзит, цеолит, 

гранулированный уголь, глину, вулканические породы [26], а также песок, 

торф, вермикулит и т. д. , так и различные синтетические материалы: стекло-

волокно, капрон, корд и др. Органические, как правило, лучше работают при 

почвенных деструкциях, синтетические  используются в основном для очист-

ки сточных вод. 

Таким образом, представленные научные исследования свидетельствует 

о том, что микробное расщепление многих углеводородов возможно в бескис-

лородной среде. Его осуществляют многочисленные представители разных 

родов бактерий, которые относятся к факультативным, облигатно-анаэроб-

ным, а при некоторых условиях даже и к облигатно-аэробным группам мик-

роорганизмов. Использование специальных сообществ микроорганизмов для 

трансформации загрязнений и применение их иммобилизованных форм для 

размещения в сооружениях биологической ступени очистки является весьма 

перспективным направлением интенсификации процесса с минимальными 

капитальными и эксплуатационными затратами. 

Задачей настоящего исследования являлось изучение способности се-

лекционированной ассоциации иммобилизованных бактерий на волокнистом 

носителе использовать сульфат как терминальный акцептор электронов для 

окисления толуола. 

Материалы и методы. Опыты проводили в лабораторном биореакторе 

объемом 3 дм3 при непрерывном культивировании. В установке размещали 

волокнистый носитель из расчета 5 г/дм3 с иммобилизированной ассоциацией 

бактерий – деструкторов нефтепродуктов. Количество биомассы на носителе 

равнялось 0,1 г на 1 г волокна (по сухой массе). С помощью перистальтиче-

ского насоса в нижнюю часть лабораторного биореактора подавали мине-

ральный раствор, приготовленный на основе водопроводной воды, который 

содержал источник фосфора для питания микроорганизмов и нитрат калия 

в концентрации 0,5 г/дм3. Водный раствор с сульфатом подавали в сооруже-
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ние непрерывно с использованием перистальтического насоса, а толуол вно-

сили периодически по 25 мг через каждые 2 ч. Концентрация сульфата со-

ставляла 300 мг/дм3. Контроль анаэробности среды проводили с помощью 

раствора индикатора – резазурина. 

Селекцию бактерий, которые окисляют углеводороды альтернативным 

аэробному путем, проводили из биоценоза, который долгое время контакти-

ровал с этими соединениями при ограниченном доступе кислорода [27], для 

этого отобранные образцы почвы и воды вносили в загрязненную углеводо-

родами воду. Из анаэробной денитрифицирующей ассоциации было выделено 

несколько штаммов бактерий, которые относятся к роду Pseudomonas. Они 

способны редуцировать нитратный азот до элементарного состояния и, как 

описано в литературе, могут восстанавливать Сr(+4) и сульфаты. Культуры 

идентифицированы как P. mendocina P-13, P. fluorescens var. Pseudo-iodinum  

P-11, P.aeruginosa P-1. С целью предотвращения диффузии кислорода на по-

верхности воды размешивали слой нефтепродуктов толщиной 2−2,5 см. В во-

ду также добавляли источник фосфора, нитрат и сульфат как потенциальные 

акцепторы электронов. По мере прироста биомассы в растворе, которую 

определяли по оптической плотности, воду отбирали на анализ. В ходе иссле-

дований использовали расщепляющее действие иммобилизации селекциони-

рованного биоценоза на носителе из капронового волокна с гидрофобными 

свойствами. В ходе исследований проводилось изучение деструктивных 

свойств иммобилизованной ассоциации. Адгезия бактериальных клеток, ко-

торые выросли на углеводородах, протекала очень эффективно, потому что 

биомасса, которая вырастает, потребляя углеводороды, также имеет резко вы-

раженные гидрофобные свойства. 

После внесения в биореактор с волокнистым носителем, на котором 

иммобилизована селекционированная ассоциация микроорганизмов-деструк-

торов, минерального раствора с сульфатом и биогенными элементами, а также 

50 мг/дм3 толуола установка оставалась без протока до наступления облигат-

ного анаэробиоза. Об этом свидетельствовало обесцвечение резазурина. 

В биореактор помещали также бактерии сульфатредукции, потому что толу-

ол – очень токсичное соединение даже для сульфатредуктирующих бактерий. 

Кроме того, в ходе опытов следили за образованием черного осадка, который 

также является свидетельством протекания процесса сульфатредукции. Про-

точное культивирование в лабораторном биореакторе началось через 5 сут 

после его заполнения соответствующими растворами. 

Концентрацию толуола в среде определяли на спектрофотометре 

Specord UV VIS с помощью салицилата натрия и нитритов реактивом Грисса 

[28, 29]. В ряде опытов использовался качественный анализ нитратов и нитри-

тов в воде с использованием стандартных методик. 

Результаты исследований. В таблице и на рисунке приведены резуль-

таты работы биореактора по очистке воды от толуола при условиях суль-

фатредукции. Как видно из таблицы, полное расщепление толуола в биореак-

торе наступает лишь через девять суток культивирования. За этот период про-

исходит постепенное снижение окислительно-восстановительного потенциала 
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(ОВП) до –150 мВ, причем в первые четверо суток значение ОВП оставалось 

неизменным на уровне 450 мВ. 

 

Эффективность окисления толуола сульфатредукцирующими бактериями 

Длительность культи-

вирования, ч (сут) 

Концентрация толу-

ола в очищенной 

воде, мг/дм3 

Эффективность де-

струкции, % 
ОВП, мВ 

0 100 0 450 

24 (1) 99,5 17 450 

48 (2) 77 32 450 

72 (3) 65 45 440 

96 (4) 39 61 400 

120 (5) 26 74 300 

144 (6) 13 87 230 

168 (7) 5 95 100 

192 (8) 2 98 -80 

216 (9) 0 100 -150 

240 (10) 0 100 -150 

 

 

 
Результаты опытов по биологическому разложению толуола 

 

Заключение 

Проведенные исследования показали, что моноароматические углево-

дороды, а именно толуол, может быть трансформирован селекционированны-

ми ассоциациями микроорганизмов-деструкторов с использованием при окис-

лении нитратов и сульфатов как терминальных акцепторов электронов. 
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Деструкцию насыщенных углеводородов в аэробных условиях осу-

ществляют подавляющее большинство микроорганизмов. Анаэробной же 

трансформации этих соединений посвящено небольшое количество исследо-

ваний. В то же время среди аэробных культур − деструкторов нефтепродук-

тов − встречаются штаммы, биохимические возможности которых включают 

способность использовать элементы с переменной валентностью как терми-

нальные акцепторы электронов при окислении органических веществ, а спо-

собность разрушать алифатические углеводороды является определенным 

биохимическим признаком при идентификации некоторых из них. 

Авторы благодарят руководство университета СПбГАСУ за предо-

ставление гранта на проведенные исследования. 
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