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Резюме: Проведена молекулярно-генетическая идентификация четырех штаммов бактерий, 
выделенных из активного ила городских очистных сооружений г. Улан-Удэ и промышленного 
предприятия ОАО «Селенгинский ЦКК» (пгт. Селенгинск). Идентификация штаммов бактерий 
проводилась на капиллярном секвенаторе марки ABI 3130XL Genetic Analyser (Applied Biosystems) с 
использованием 16S праймеров 27F и 1492R в центре коллективного пользования «Геномика» 
Института химической биологии и фундаментальной медицины СО РАН, г. Новосибирск. Ре-
зультаты получены с помощью метода определения прямой нуклеотидной последовательности 
фрагмента гена 16S рРНК с последующим сравнением нуклеотидной идентичности с пос-
ледовательностями, депонированными в международной базе данных GenBank. Определены 
штаммы бактерий, выделенных из активного ила: штамм В 1.1 по базе данных GenBank соответ-
ствует штамму Paenibacillus dendritiformis strain P411 (идентичность – 99,93%), штаммы В 1.2 и 
В 1.3 соответствуют штамму Bacillus licheniformis strain PB399 (идентичность – 86 и 100% соот-
ветственно), штамм Р 1.1 соответствует штамму Paenibacillus polymyxa strain ISSDS-85 (иден-
тичность – 99,86%). Определены биохимические свойства идентифицированных штаммов: ами-
лолитическая, протеолитическая и липолитическая активность; способность к ферментации 
углеводов на средах Гисса; способность к образованию аммиака, мочевины и восстановлению нит-
ратов. Данные штаммы микроорганизмов, выделенных из активного ила, могут оказаться пер-
спективными для деструкции загрязнителей сточной воды. На их основе предполагается созда-
ние консорциума микроорганизмов для деструкции белковых и жировых загрязнителей сточной 
воды. 
 

Ключевые слова: активный ил, микроорганизмы, молекулярно-генетическая идентификация, 
сточная вода, очистные сооружения 
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Abstract: A molecular-genetic identification of four bacterial strains isolated from activated sludge of urban 
wastewater treatment plants (Ulan-Ude) and the industrial enterprise OJSC “Selenginsky Pulp and Paper 
Mill” (Selenginsk) was carried out. Bacterial strains were identified by a capillary sequencer ABI 3130XL Ge-
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netic Analyzer (Applied Biosystems) using 16S primers 27F and 1492R at the Genomics Collective Use Cen-
ter of the Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, SB RAS, Novosibirsk. The results were 
obtained using the method of determination of the direct nucleotide sequence of a 16S rRNA fragment fol-
lowed by comparison of the nucleotide identity with the sequences deposited in the international database 
GenBank. Bacterial strains isolated from activated sludge were identified according to the GenBank data-
base: strain B 1.1 corresponds to Paenibacillus dendritiformis strain P411 (similarity 99.93%), strains B 1.2 
and B 1.3 correspond to Bacillus licheniformis strain PB399 (similarity 86 and 100%, respectively), strain  
P 1.1 corresponds to the Paenibacillus polymyxa strain ISSDS-85 (similarity 99.86%). The biochemical prop-
erties of the identified strains were determined: amylolytic, proteolytic and lipolytic activity; the ability to fer-
ment carbohydrates in Hiss’ nutrient medium; the ability to form ammonia, urea and nitrate reduction. The 
bacterial strains isolated from activated sludge may be promising for the destruction of wastewater pollu-
tants. On their basis, it is planned to create a consortium of microorganisms for the destruction of protein and 
fatty pollutants in wastewater. 
 

Keywords: activated sludge, microorganisms, molecular genetic identification, waste water, treatment facilities 
 

Acknowledgments: The study was carried out with the financial support of the Russian Foundation for 
Basic Research within the framework of the research project No. 18-48-030019. 
 

For citation: Ivanchikov EA, Bubeev AT, Tsyrenov VZh, Arbatsksaya AV. Molecular-genetic identification of 
microorganism strains isolated from activated sludge based on an analysis of nucleotide sequences of the 
16s rRNA gene. Izvestiya Vuzov. Prikladnaya Khimiya i Biotekhnologiya = Proceedings of Universities. Ap-
plied Chemistry and Biotechnology. 2021;11(1):116–125. (In Russian) https://doi.org/10.21285/2227-2925-
2021-11-1-116-125 
 

ВВЕДЕНИЕ 
Одним из приоритетных направлений борьбы 

с загрязнением окружающей среды является 
применение биотехнологических методов. Из-
вестно, что для очистки сточных вод широко ис-
пользуется природный активный ил, представ-
ляющий собой сложно структурированную си-
стему, состоящую преимущественно из микро-
организмов, связанных между собой симбиоти-
ческими отношениями и разнообразными мета-
болическими процессами [1–8]. Показано, что 
одни микроорганизмы способны потреблять 
продукты реакций других микроорганизмов. В 
результате поэтапного действия микроорганиз-
мов создается замкнутый цикл с образованием 
простых соединений. Рассмотрев основные 
группы загрязнителей сточных вод, условия ро-
ста и пути метаболизма выбранных культур мик-
роорганизмов и возможность их совместного 
культивирования, можно создать искусственные 
биологические консорциумы в целях более эф-
фективной утилизации загрязнителей [9]. 

Для определения процессов, происходящих 
внутри активного ила, необходимо изучать его 
видовой состав. В настоящее время при изуче-
нии видового состава микроорганизмов активно-
го ила используются стандартные методы 
идентификации, которые не всегда позволяют 
установить родовую принадлежность микроорга-
низмов ввиду их близкого родства и общности 
свойств. В то же время эти методы являются 
достаточно трудоемкими и длительными по вре-
мени

1
 [10–14]. Для того чтобы избежать ошибки в 

определении видовой и родовой принадлежно-
сти исследуемых культур активного ила стан-
дартными методами, необходимо проводить 
молекулярно-генетическую идентификацию, на 
основании результатов которой возможно выде-
ление культур микроорганизмов, обладающих 
активностью по отношению к определенным 
группам загрязнителей, что поможет в разработ-
ке конкретных технологий очистки сточных вод 
[15–18]. 

Целью работы являлась молекулярно-гене-
тическая идентификация микроорганизмов, 
выделенных из активного ила городских очист-
ных сооружений г. Улан-Удэ и промышленного 
предприятия ОАО «Селенгинский ЦКК» (пгт. Се-
ленгинск), способных биотрансформировать ком-
поненты модельной сточной воды с использо-
ванием анализа нуклеотидной последова-
тельности гена 16S рРНК. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
Объекты исследования – чистые штаммы 

бактерий рода Bacillus, выделенные из активного 
ила городских очистных сооружений г. Улан-Удэ 
и промышленного предприятия ОАО «Селен-
гинский ЦКК» (пгт. Селенгинск). Культуры выра-
щивали на мясо-пептонном агаре (Государ-
ственный научный центр прикладной биологии и 
биотехнологии, пгт. Оболенск, Московская обл.) 
в течение двух суток при температуре 37 ºС. 

Стандартными микробиологическими спосо-
бами проводили исследование следующих био-
химических свойств выделенных штаммов: фер-

   

1
Лабинская А.С., Блинкова Л.П., Ещина А.С., Булава Г.В., Вертиев Ю.В., Винокуров А.Е. [и др.]. 

Общая и санитарная микробиология с техникой микробиологических исследований: учеб. пособие; 
4-е изд., стер. СПб.: Лань, 2020. 588 с. 
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ментативная активность (амилолитическая, про-
теолитическая, липолитическая), способность к 
ферментации углеводов на средах Гисса, спо-
собность к образованию аммиака, мочевины и 
восстановлению нитратов

1
.  

Идентификация штаммов бактерий проводи-
лась с помощью BLAST-анализа гена 16S рРНК. 
Секвенирование по Сэнгеру проводилось в 
центре коллективного пользования «Геномика» 
Института химической биологии и фундамен-
тальной медицины СО РАН (г. Новосибирск) на 
капиллярном секвенаторе ABI 3130XL Genetic 
Analyser (Applied Biosystems) с использованием 
16S праймеров 27F [19] и 1492R [20].  

Секвенограммы всех исследуемых образцов 
ДНК проанализированы на предмет гомоло-
гии/идентичности c помощью программы BLAST 
базы данных GenBank и классификатора базы 
16S рибосомальных последовательностей – 
RDB. 

 
ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
Основными компонентами бытовых и про-

мышленных сточных вод г. Улан-Удэ и ОАО 
«Селенгинский ЦКК» являются белковые и жи-
ровые соединения. Задача исследования – под-
твердить или опровергнуть предположение, что 
штаммы, выделенные из активного ила, могут 
быть использованы в качестве деструкторов 
данных веществ. 

Биохимические свойства четырех выделен-
ных штаммов определяли по продуктам реакции 
гидролиза и ферментативной активности. Полу-
ченные результаты позволили три штамма отне-
сти к роду Вacillus, им присвоили обозначения 
В 1.1, В 1.2 и В 1.3. Родовую принадлежность 
четвертой культуры идентифицировать не 
удалось, ей было присвоено обозначение Р 1.1. 
Результаты представлены в табл. 1. 

 

По результатам исследования амилолитиче-
ской, протеолитической и липолитической актив-
ности штаммы B 1.1, В 1.2 и В 1.3 показали по-
ложительную реакцию, штамм Р 1.1 – отрица-
тельную. Можно предположить, что штаммы 
B 1.1, В 1.2 и В 1.3 способны к деструкции белко-
вых и жировых соединений, штамм Р 1.1 – нет. 

Результаты исследований способности к 
ферментации углеводов на средах Гисса пока-
зали, что штаммы B 1.1, В 1.2 и В 1.3 не способ-
ны сбраживать лактозу и сорбит в отличие от 
штамма Р 1.1, который сбраживает лактозу и 
частично сорбит. В целом использование данных 
штаммов для деструкции загрязнителей в сточ-
ных водах позволит охватить широкий спектр 
углеводов. 

Результаты эксперимента по исследованию 
способности к образованию аммиака, мочевины 
и восстановлению нитратов показали, что штамм 
B 1.1 образует аммиак и способен восстанавли-
вать нитраты, штаммы В 1.2 и В 1.3 образуют 
аммиак и мочевину, штамм Р 1.1 образует моче-
вину и восстанавливает нитраты. 

Таким образом, по полученным результатам 
можно предположить, что выделенные штаммы 
обладают способностью к деструкции белковых 
и жировых соединений, а также углеводных и 
азотистых соединений (см. табл. 1). Для даль-
нейшего изучения выделенных штаммов необ-
ходимо было провести их молекулярно-генети-
ческую идентификацию.  

Генетическая идентификация полученных 
штаммов осуществлялась методом определения 
прямой нуклеотидной последовательности 
фрагмента гена 16S рРНК с последующим 
сравнением нуклеотидной идентичности с после-
довательностями, депонированными в между-
народной базе данных GenBank, с помощью 
программы BLAST и классификатором базы 16S 
рибосомальных последовательностей – RDB. 

 
 
Таблица 1. Результаты исследования биохимических свойств выделенных штаммов  
Table 1. Biochemical properties of isolated strains 
 

Биохимические свойства 
Штамм 

В 1.1 В 1.2 В 1.3 Р 1.1 

Амилолитическая активность + + + - 
Протеолитическая активность + + + - 
Липолитическая активность + ± ± - 

Сбраживание: 
лактозы - - - + 
маннита + ± ± - 
глюкозы + + + + 
сахарозы + + + ± 
сорбита - - - ± 
мальтозы + + + + 

Образование: 
аммиака + + + - 
мочевины - + + + 

Восстановление нитратов + - - + 

Примечание. «-» – 95 и более процентов отрицательная реакция; «+» – 95 и более процентов положительная 
реакция, «±» – 50% положительная реакция. 
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Методом полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) амплифицированы фрагменты гена 16S 
рРНК, размером около 1500 п.н. Продукты ПЦР 
амплификации использованы для определения 
нуклеотидной последовательности.  

Фрагмент гена 16S рРНК для каждого образ-
ца секвенирован с двух сторон по методу Сэн-
гера и проанализирован на автоматическом ген-
ном анализаторе ABI3130XL. Полученные после 
геномного анализатора сшитые из секве-
нограмм последовательности образцов пред-
ставлены на рис. 1, 3, 4 и 7.  

На рис. 1 представлена секвенограмма 
штамма В 1.1. 

Сравнительный анализ нуклеотидных после-
довательностей с помощью программы BLAST 

показал, что структура штамма B 1.1 совпадает 
со структурой Paenibacillus dendritiformis strain 
P411 16S ribosomal RNA gene и Paenibacillus den-
dritiformis partial 16S rRNA gene, strain Marseille-
P568. 

Классификатор RDP показал следующую 
«оригинальную» структуру фрагмента 16S рРНК 
(рис. 2).  

Как видно из рис. 2, штамм B 1.1 по класси-
фикатору RDP и GenBank определен как штамм 
Paenibacillus dendritiformis partial P411, который 
характеризуется более высоким уровнем вариа-
бельности генов 16S pPHK. 

На рис. 3 и 4 представлены секвенограммы 
штаммов В 1.2 и В 1.3 соответственно. 

 

 
 

Рис. 1. Секвенограмма штамма B 1.1 
 

Fig. 1. Sequenogram of strain B 1.1 
 

 
 

Рис. 2. Идентификация по 16S рРНК штамма Paenibacillus dendritiformis strain P411 
 

Fig. 2. 16S rRNA strain identification of Paenibacillus dendritiformis strain P411 
 

 
 

Рис. 3. Секвенограмма штамма B 1.2 
 

Fig. 3. Sequenogram of strain B  1.2 
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Рис. 4. Секвенограмма штамма B 1.3 
 

Fig. 4. Sequenogram of strain B 1.3 

 
Секвенограммы штаммов B 1.2 и В 1.3 при 

сравнении структур нуклеотидных последова-
тельностей с помощью программы BLAST сов-
падают между собой и имеют сходство со струк-
турами Bacillus licheniformis strain PB3 chro-
mosome, complete genome и Bacillus licheniformis 
strain UN1 16S ribosomal RNA gene, partial 
sequence. 

В соответствии с классификатором RDP по-
лучены результаты по «оригинальной» структуре 
фрагмента 16S рРНК, показанного на рис. 5 и 6.  

На рис. 5 и 6 представлены результаты 
идентификации штаммов B 1.2 и В 1.3 по клас-

сификатору RDP и GenBank. Штаммы опре-
делили как Bacillus licheniformis strain PB3, ко-
торый характеризуется более высоким уровнем 
вариабельности генов 16S рРНК в обоих 
случаях.  

На рис. 7 показана структура нуклеотидной 
последовательности штамма P 1.1, полученная с 
помощью программы BLAST, которая при срав-
нении совпадает со структурой штаммов 
Paenibacillus polymyxa strain ISSDS-851 16S ri-
bosomal RNA gene, partial sequence и Paeniba-
cillus sp. strain R363 16S ribosomal RNA gene, 
partial sequence. 

 

 
 

Рис. 5. Идентификация по 16S рРНК штамма Bacillus licheniformis strain PB3 
 

Fig. 5. 16S rRNA strain identification of Bacillus licheniformis strain PB3 
 

 
 

Рис. 6. Идентификация по 16S рРНК штамма Bacillus licheniformis strain PB3 
 

Fig. 6. 16S rRNA strain identification of Bacillus licheniformis strain PB3 
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Рис. 7. Секвенограмма штамма Р 1.1 
 

Fig. 7. Sequenogram of strain P 1.1 

 
Классификатор RDP показал следующий 

результат по «оригинальной» структуре 
фрагмента 16S рРНК (рис. 8).  

Как видно из рис. 8, идентифицированная 
нуклеотидная последовательность штамма Р 1.1 
по GenBank и классификатору RDP соответству-
ет Paenibacillus polymyxa strain ISSDS-851 16S 
ribosomal RNA gene, который характеризуется 
более высоким уровнем вариабельности генов 
16S рРНК.  

Для исключения методической погрешности 
анализа гена 16S рРНК образцы проанализи-

рованы с помощью программы BLAST, пред-
назначенной для сравнения изучаемой 
нуклеотидной последовательности с базой дан-
ных секвенированного генома (табл. 2). 

Процент идентичности фрагментов ну-
клеотидных последовательностей гена 16S рРНК 
составляет, %: между штаммом В 1.2. и Bacillus 
licheniformis strain PB3 – 99,86; между штаммом 
В 1.3. и Bacillus licheniformis strain PB3 – 100%. 
Как видно из табл. 2, полученные штаммы можно 
отнести к одному референтному штамму.  

 
 

 
 

Рис. 8. Идентификация по 16S рРНК штамма Paenibacillus polymyxa strain ISSDS-851 
 

Fig. 8. 16S rRNA strain identification of Paenibacillus polymyxa strain ISSDS-8513 

 
 

Таблица 2. Результаты идентификации нуклеотидной последовательности  

в международной базе данных GenBank 
Table 2. Results of the nucleotide sequence identification  

in the international GenBank database 
 

Обозначение 
штамма 

Наименование штамма по GenBank % совпадения 

B 1.1 
Paenibacillus dendritiformis strain P411 16S ribosomal RNA gene 99,93 

Paenibacillus dendritiformis partial 16S rRNA gene, strain Marseille-P568 99,79 

B 1.2 Bacillus licheniformis strain PB3 chromosome, complete genome 99,86 
B 1.3 Bacillus licheniformis strain PB3 chromosome, complete genome 100,00 

Р 1.1 
Paenibacillus polymyxa strain ISSDS-851 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 99,86 

Paenibacillus sp. strain R363 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 99,79 

 

https://dictionary.cambridge.org/ru/%D1%81%D0%BB%D0%BE%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%8C/%D0%B0%D0%BD%D0%B3%D0%BB%D0%BE-%D1%80%D1%83%D1%81%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B9/of
https://dictionary.cambridge.org/ru/%D1%81%D0%BB%D0%BE%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%8C/%D0%B0%D0%BD%D0%B3%D0%BB%D0%BE-%D1%80%D1%83%D1%81%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B9/the
https://dictionary.cambridge.org/ru/%D1%81%D0%BB%D0%BE%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%8C/%D0%B0%D0%BD%D0%B3%D0%BB%D0%BE-%D1%80%D1%83%D1%81%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B9/sequence
https://dictionary.cambridge.org/ru/%D1%81%D0%BB%D0%BE%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%8C/%D0%B0%D0%BD%D0%B3%D0%BB%D0%BE-%D1%80%D1%83%D1%81%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B9/identification
https://dictionary.cambridge.org/ru/%D1%81%D0%BB%D0%BE%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%8C/%D0%B0%D0%BD%D0%B3%D0%BB%D0%BE-%D1%80%D1%83%D1%81%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B9/in_2
https://dictionary.cambridge.org/ru/%D1%81%D0%BB%D0%BE%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%8C/%D0%B0%D0%BD%D0%B3%D0%BB%D0%BE-%D1%80%D1%83%D1%81%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B9/the
https://dictionary.cambridge.org/ru/%D1%81%D0%BB%D0%BE%D0%B2%D0%B0%D1%80%D1%8C/%D0%B0%D0%BD%D0%B3%D0%BB%D0%BE-%D1%80%D1%83%D1%81%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B9/international_1
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ  
Таким образом, проведенные исследования 

биохимических свойств штаммов B 1.1, В 1.2, 
В 1.3 и Р 1.1 показали, что использование дан-
ных штаммов в создании биологического кон-
сорциума позволит применять его для деструк-
ции белковых и жировых соединений, а также 
углеводных и азотистых соединений сточных 
вод. 

В результате молекулярно-генетической 
идентификации четырех исследуемых штаммов, 
впервые выделенных из активного ила городских 

очистных сооружений г. Улан-Удэ и промышлен-
ного предприятия ОАО «Селенгинский ЦКК», на 
основе анализа нуклеотидных последова-
тельностей гена 16S рРНК определены штаммы 
бактерий: для штамм В 1.1 идентичность с 
Paenibacillus dendritiformis strain P411 составила 
99,93%; штаммы В 1.2 и B 1.3 идентифицирова-
ны как Bacillus licheniformis strain PB3 – 99,86% и 
100% соответственно; штамм P 1.1 соотнесен с 
Paenibacillus polymyxa strain ISSDS-851 (процент 
идентификации – 99,86).  
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