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В статье представлен обзор данных литературы за последние тридцать лет по биотехнологическим методам и 
биокатализаторам, которые были использованы для обеззараживания и очищения почв и вод, загрязнённых ток-
сичными экотоксикантами. 

Статья содержит анализ данных по разработке технологий и комплексов нейтрализующих средств для обезза-
раживания и очищения почв и вод. Проведённый анализ показал, что для очистки почв и вод, загрязнённых токсич-
ными экотоксикантами, могут быть использованы ферменты, отдельные штаммы микроорганизмов-деструкторов 
и различные их консорциумы, как в иммобилизованном виде, так и их суспензии. 

Установлено, что механизмы и схемы проведения биологической деградации экотоксикантов и продуктов 
их деструкции в водных растворах и почвах могут быть различными для разных штаммов микроорганизмов-
деструкторов, их консорциумов и ферментов. Предложено при разработке биотехнологий по очистке почв и вод от 
загрязнений экотоксикантами учитывать активность фермента, видовое происхождение используемого в технологии 
микроорганизма или состав консорциума, их биодеградирующие свойства, особенности поведения в сообществе с 
различными природными штаммами, способность к изменчивости в условиях неоднородности субстрата, а также 
характеристики почв и факторы, влияющие на механизм и скорость биодеградации.

The work presents an overview of the literature over the last thirty years by biotechnological methods and biocatalysts, 
which may be used for disinfection of soil and purification of water contaminated of ecotoxicants.

It was formed that mechanisms and schemas of realization of degradation toxicants and their degradation products 
in their destruction in water solutions and soils may be different from various strains of microorganism-destructors, 
their consortiums and ferments. It was proposed that during development biotechnologies for purification soils and water 
from toxic substances it’s necessary to take into consideration the enzyme’s activity, specific origin used in technology 
of microorganism or structure of consortium, their feature of biodegradation, their special properties at the community 
with different strains. Capacity to changeability in terms of heterogeneity of the substrate, and characteristics of soils 
and factors which influencing on the mechanism and velocity of biodegradation.
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Введение

По мере завершения процесса уничтоже-
ния запасов ОВ возникают задачи вывода из 
эксплуатации и ликвидации последствий дея-
тельности ОУХО. Указанные задачи включают 
выявление загрязнений территорий продук-
тами детоксикации специфических веществ, 
разработку эффективных и малозатратных 
технологий обеззараживания и очищения 

почв и вод, а также нейтрализующих средств, 
обеспечивающих экологическую безопас-
ность.

Создание биопрепаратов (биокатали-
заторов) и разработка биотехнологий обез-
зараживания, очистки и восстановления 
загрязнённых почв и вод в местах бывшего 
производства, хранения и уничтожения ОВ, 
которые способны устранить экологическую 
нагрузку и обеспечить деструкцию отходов 



27
 Теоретическая и прикладная экология №4, 2014

Методы и технологии при уничтожении химического оружия

промышленного уничтожения ХО и очистить 
загрязнённые почвы и воды [1, 2].

В отличие от других методов деструкции 
токсичных веществ, использование штаммов 
микроорганизмов-деструкторов и ферментов 
выгодно отличается отсутствием вторичных от-
ходов, высокой степенью деградации, возмож-
ностью полной ассимиляции продуктов [3–5].

В качестве конечных продуктов при био-
технологической деструкции экотоксикантов 
образуются углекислый газ, метан, вода и не-
органические соли [6–10].

Исследования, проведённые ранее отече-
ственными и зарубежными учёными, показали, 
что используя методы биодеградации реак-
ционных масс, биоремедиации загрязнённых 
почв и очистки вод, можно достичь полного 
разрушения продуктов детоксикации ОВ и по-
вышения уровня восстановления почв и вод за 
счёт уничтожения попавших в них токсичных 
химикатов [11–15]. Детоксикация осуществля-
ется за счёт полной минерализации с помощью 
микроорганизмов-деструкторов и ферментов, 
выделенных из клеток бактерий [16–31].

Биотехнологические методы очистки почв 
становятся всё более популярными в Европе 
и США. В Германии свыше 50 компаний, а в 
США ещё большее их количество предлага-
ют свои услуги по очистке почв при помощи 
микроорганизмов и ферментов.

Использование биокатализаторов  
на основе штаммов микроорганизмов  

и ферментов, обладающих повышенной 
способностью к катализу разложения 

экотоксикантов в процессе очистки 
почв и вод

Использование природных микроор-
ганизмов для восстановления нарушенных 
экосистем занимает приоритетное место в про-
граммах по охране окружающей среды многих 
стран, в том числе и США [32].

Известно, что разложение чужеродных 
веществ микроорганизмами протекает за счёт 
включения в реакции гидролиза, окисления, 
восстановления, дегалоидирования, изоме-
ризации, полимеризации и др. Такую актив-
ность проявляют бактерии родов Pseudomonas, 
Aeromonas, Alcaligenes, Vibrio и др., обеспечивая 
при этом полную минерализацию разлагаемых 
промышленных загрязнителей, что, в свою 
очередь, снижает содержание вредных веществ 
в окружающей среде до концентраций, не пре-
вышающих предельно допустимых значений 
[33–38]. По оценкам компании Falmouth As-

sociates, биологическое обезвреживание отходов 
требует приблизительно в 10 раз меньше затрат, 
чем общепринятые методы, например, озоление.

Так, фирма Biota при использовании 
штаммов микроорганизмов-биодеградантов 
сократила расходы на очистку 15 тыс. м3 за-
грязнённой нефтью почвы в четыре раза по 
сравнению с расходами при традиционной 
технологии удаления и транспортировки за-
грязнённой почвы [32].

Широкое распространение получили 
микроорганизмы-деструкторы и ферменты 
при восстановлении загрязнённых территорий 
военных объектов. Комплексные программы 
по деконтаминации почв и подземных вод на 
этих полигонах применительно к углеводоро-
дам нефти, растворителям, токсинам, кислотам 
и тяжёлым металлам разрабатываются био-
технологической группой министерства обо-
роны США. Большое внимание этой группой 
уделяется разработке биотехнологических 
подходов для дегазации ОВ [39].

Рядом специализированных компаний 
(Ecova, Envirogen, Biota, Biotrol, Celgene, 
Falmouth Associates, Biodetox, GMBH и др.) 
используются биологические способы, кото-
рые являются наиболее простыми и экономи-
чески выгодными для очистки окружающей 
среды. Соответствующие технологии находят 
применение более чем в 100 фирмах, и их 
дальнейшее распространение является одним 
из наиболее развивающихся секторов коммер-
ческой деятельности [40–42]. Информация о 
конкретных разработках в этой области носит 
конфиденциальный характер, а важные техно-
логические сведения патентуются. Проведён-
ные различными фирмами крупномасштаб-
ные биовосстановительные  работы включали 
в себя глубокую научную проработку каждого 
экотоксиканта и выполнение эксперименталь-
ных исследований в полевых условиях.

Биотехнологии, использующие биоката-
лизаторы, основываются на применении био-
реакторов для обработки сточных вод, а также 
смесей почвы и воды, или на проведении об-
работки in situ за счёт стимуляции роста при-
родных микроорганизмов-деструкторов путём 
проведения аэрации и введения питательных 
веществ и биопрепаратов (биокатализаторов) 
на основе иммобилизованных бактерий-
деструкторов или ферментов [41–43].

Включение в производственный процесс 
специального биореактора способствовало сни-
жению на 99,9% концентраций метиленхлори-
да, аммиака, фенола, цианидов в промышлен-
ных выбросах [44]. В то время как применение 
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метода Bioreg при микробиологической очистке 
почвы от нефтяных загрязнений in situ приво-
дило к десятикратному уменьшению концен-
трации углеводородов [45].

При внесении биопрепаратов на основе кле-
ток микроорганизмов, в почву с аэрированными 
на специальной установке грунтовыми водами 
по методу Biox-S наблюдали снижение содержа-
ния бензола в грунте на три порядка [46].

Показано, что активизация естественных 
биодеградационных процессов с помощью 
препарата Unipol позволила очистить за три 
недели более 50 миль побережья Аляски, за-
литой нефтью [47].

Препарат на основе анаэробных бактерий, 
помещённых в специальные кессоны, был 
использован для очистки донных отложений 
реки Гудзон, загрязнённых полихлорвини-
ловыми дифенилами. В ряде случаев были 
применены нитратсодержащие системы, в 
которых биодеградация осуществлялась за 
счёт переключения аэробного метаболизма 
бактерий на денитрификацию, для очистки 
грунтовых вод, загрязнённых топливом реак-
тивных самолётов [48, 49].

Были открыты штаммы бактерий рода 
Alkaligenes, которые эффективно разрушали 
гидразины в почве и воде и штаммы микро-
организмов рода Pseudomonas, способные 
утилизировать алкилсульфонаты [50]. Такие 
штаммы в качестве единственного источника 
углерода и энергии используют расщепление 
связи С-S с последующим окислением алифа-
тического спирта до соответствующих кислот. 
Указанные штаммы нашли своё применение 
для очистки сточных вод, загрязнённых анио-
нами поверхностно активных веществ [51, 52].

Установлено, что штаммы Ps. paucimobilis 
разлагают ряд ароматических углеводородов, 
считающихся ранее устойчивыми к биоде-
градации – антрахинона, флуорена, хризена, 
фенантрена, пирена и др. [53].

В глубоких меловых отложениях обнару-
жены грамположительные бактерии, исполь-
зующие в качестве единственного источника 
углерода и энергии толуол, нафталин, дибен-
зотиофен, салицилаты, бензол, п-крезол и все 
изомеры ксилола [54].

Во всём мире микробиологическое раз-
ложение рассматривается как наиболее пер-
спективный путь освобождения окружающей 
среды от таких устойчивых соединений, как 
хлорированные углеводороды, образующиеся 
при уничтожении отходов методом сжигания 
[55]. Так, в работе [56] показано, что бактерии 
Ps. cepacia AC1100 размножаются в среде, содер-

жащей 2,4,5-трихлорфеносиуксусную кислоту, 
и эффективно очищают почвы при начальной 
концентрации этого гербицида 20 мг/г почвы.

Имеются данные об эффективном разло-
жении бактериями смеси полихлорированных 
дифенилов до 90% в течение 1–20 суток.

Известны факты, когда внесение в почву 
суспензии бактерий Ps. putida LB 400 приво-
дило к значительному снижению содержания 
в ней пиралена – полихлорированного дифе-
нила, используемого в качестве изолятора в 
трансформаторах и образующего при сжигании 
более токсичные соединения по сравнению с 
диоксином, фураном и их производными [57].

В исследовательском центре ВВС США 
получен штамм бактерий, одновременно рас-
щепляющий хлорбензол и толуол, что раньше 
считалось неосуществимым [58].

По завершении процесса деструкции эко-
токсикантов содержание внесённых в почву 
бактерий резко снижается.

Большие успехи в биотехнологии свя-
зывают с результатами внедрения генно-
инженерных разработок в практику, несмотря 
на ограничения применения рекомбинантных 
микроорганизмов в полевых испытаниях во 
многих странах. Исследователи считают, что 
генетически изменённые бактерии могут быть 
эффективно использованы в биотехнологиях 
для деградации опасных веществ в биореакто-
рах. Имеются публикации [59–61], в которых 
изучались процессы биоразложения фосфор
органических соединений иммобилизованны-
ми культурами клеток бактерий и фермент-
ными препаратами применительно к очистке 
сточных вод в производстве пестицидов, при 
их фасовке, обезвреживании тары и др.

В работе [62] приведены примеры успеш-
ного использования суспензионных и лиофи-
лизированных культур микроорганизмов для 
деконтаминации почвы и воды, загрязнённых 
фосфорорганическими соединениями. Внесе-
ние микроорганизмов проводили на глубину 
до 40 см. Период разрушения фосфороргани-
ческих соединений варьировал от нескольких 
дней (для тиофоса) до нескольких недель (для 
фентиона, фитазола и этилгузатиона). Авто-
рами показано, что биохимические процессы 
разрушения пестицидов в почве включают 
деалкилацию, дегалогенизацию, гидролиз 
амидов или эфиров, окисление, разрыв кольца 
и т. д. Установлено, что пестициды, начальной 
стадией разрушения которых является ги-
дролиз эфирной связи, относительно недолго 
сохраняются в почве. Гидролиз фосфорорга-
нических соединений (ФОС), протекающий 



29
 Теоретическая и прикладная экология №4, 2014

в живых клетках микроорганизмов, осущест-
вляется под влиянием ферментов гидролаз. 
Фосфаты легче подвергаются ферментативно-
му гидролизу, чем тиофосфаты. Превращение 
ФОС с помощью трансфераз мало изучено.

Установлено, что биологическое разру-
шение пестицидов в природной среде идёт 
более интенсивно в районах, почвы которых 
обработаны пестицидами ранее. Это говорит о 
приспособляемости естественных популяций 
микробов, находящихся в почве, к потребле-
нию ксенобиотиков [63].

Примером процесса адаптации микро-
организмов к токсичным веществам могут 
служить результаты исследований возможно-
сти биодеструкции агрессивного химического 
соединения 1,4 дибензоксазепин. Это вещество 
было добавлено в культуру микроорганизмов, 
выделенных из осадка пресноводного водоёма. 
После инкубации в течение 90 дней путём 
постепенного повышения концентрации 
токсиканта была достигнута устойчивость 
к концентрации до 200  мг/л. Через 22 дня 
данный экотоксикант был разрушен полно-
стью. Этот эксперимент показал возможность 
биоразрушения ксенобиотика в несколько 
этапов. Процесс был осуществлен ассоциа-
цией микроорганизмов, в которой ведущая 
роль организма-деструктора принадлежала 
виду Alcaligenes denitrificans. Указанный вид 
грамотрицательных бактерий широко рас-
пространён в природной среде, культивиру-
ется в широком диапазоне условий, обладает 
многосторонним действием в трансформации 
ксенобиотиков [64].

Аналогичные методы адаптации микро-
организмов могут быть использованы и для 
проведения процесса разложения других 
экотоксикантов представителями иных родов 
и видов микроорганизмов [65]. В ходе про-
ведения исследований по очистке почв было 
сделано заключение, что микробиологическое 
обеззараживание окружающей среды целесоо-
бразно проводить суспензией клеток бактерий 
при малых и средних уровнях загрязнения. 
В случаях присутствия больших концентра-
ций загрязнителя необходимы специально 
созданные препараты иммобилизованных – 
защищённых носителем – клеток бактерий 
и ферментов. Проведение иммобилизования 
(закрепления) ферментов и бактериальных 
клеток позволяет стабилизировать их деятель-
ность и использовать их многократно, расши-
ряя температурный оптимум действия.

В литературе описано использование сим-
биоза микроорганизмов с водорослями и про-

стейшими беспозвоночными, представляющего 
собой активный ил. Из экологических сообра-
жений особый интерес представляет биомасса, 
являющаяся отходом промышленной фермен-
тации или встречающаяся в море. Некоторые 
из этих типов биомасс, обладающих высокой 
сорбционной ёмкостью, служат основой для 
новых конкурентно способных процессов био-
сорбции для детоксикации промышленных 
отходов, содержащих металлы. Так, ионы свин-
ца и кадмия хорошо связываются биомассой 
водорослей. Биомассу морских или речных 
водорослей можно также использовать для 
удаления из промышленных стоков остаточ-
ных количеств токсичных металлов. Мицелии 
грибов Rhizopus и Absidia являются лучшими 
сорбентами меди, свинца, цинка, кадмия, ура-
на и некоторых других тяжёлых металлов [66, 
67]. При очистке вод от загрязнений тяжёлыми 
металлами используют, как правило, два типа 
биопроцесса: биоадсорбция клеточной массой и 
биовыщелачивание в результате окислительно-
восстановительной реакции [10].

В тех случаях, когда природные микро-
организмы не способны разрушать очень 
устойчивые химические соединения, или же 
штаммы-деструкторы не образуют достаточ-
ную по численности популяцию, могут быть 
использованы микроорганизмы, выделенные 
в лабораторных условиях.

Известно, что микробные инокуляты ши-
рокого спектра метаболической активности 
сейчас производятся зарубежными фирмами 
и продаются. Наиболее известными фирмами 
по производству микробных продуктов (лио-
филизированные культуры бактерий, жидкая 
суспензия – Bacilus, Pseudomonas, Nitrobacter, 
Nitrisomonas, Cellulomonas, Acrobacter, Rho-
dopseudomonas, смесь мутантных бактерий 
с азотными, фосфорными удобрениями и 
эмульгатором, мутантные бактерии в смеси с 
питательными веществами и стимуляторами 
роста), являются Flow Laboratories (Ingelwood, 
CA), General Enviromental Sciense (Beachwood, 
OH), Sybron Biocemical (Dirmingham, NJ, 
Salem, VA). Способ применения таких препа-
ратов и эффективность их действия зависит от 
степени соответствия почвенных и климатиче-
ских условий потребностям микроорганизмов.

Многие специалисты считают, что реинтро-
дукция микроорганизмов будет успешной толь-
ко в том случае, если эти микроорганизмы будут 
выделены из конкретной экосистемы. Поэтому 
процесс получения штаммов деструкторов, 
адаптированных к местным условиям, является 
составной частью технологии обработки почв.

Методы и технологии при уничтожении химического оружия
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До настоящего времени ещё никем не до-
казано, что внесённые в загрязнённую почву 
микроорганизмы могут оказывать отрицатель-
ное воздействие на природную микрофлору. 
Имеются лишь сведения, что после внесения 
микроорганизмов in  situ наблюдается вре-
менное изменение баланса и состава микро-
флоры, сложившейся в местах, загрязнённых 
экотоксикантами к моменту осуществления 
биохимической деградации.

При изучении генетической структуры 
популяции бактерий после ликвидации по-
следствий разлива нефти на побережье Аляски 
была установлена чёткая закономерность – ча-
стота встречаемости генов деструкции субстрата 
зависит от количественного его содержания в 
окружающей среде [68].

Использование генетически изменённых 
микроорганизмов (ГИМ), полученных в ла-
бораториях, в окружающей среде поднимает 
проблему экологической безопасности. По-
следствия использования в окружающей среде 
ГИМ были оценены в ходе комбинированных 
полевых и лабораторных испытаний, которые 
показали, что лабораторные штаммы и по-
лученные на их основе ГИМ могут выживать 
длительное время в природных условиях и, 
следовательно, могут оказывать воздействие 
на экосистемы [69]. Предсказать воздействие 
ГИМ невозможно. Необходимо проведение 
предварительных прогностических оценок 
возможных последствий биовосстановления 
с использованием ГИМ по специальным по-
казателям.

Установлено, что потенциальными микроб-
ными биокатализаторами разложения фосфо-
рорганических соединений (ФОС) могут быть 
бактерии родов Rhodococcus и Pseudomonas, 
широко распространённые в различных по-
чвах. Бактерии рода Pseudomonas известны 
своей деструктирующей способностью по от-
ношению к различным ксенобиотикам, в том 
числе пестицидам, а бактерии рода Rhodococcus 
известны как деструкторы углеводородов нефти 
и продуктов разложения ФОС. Большинство 
клеток, осуществляющих разложение ФОС, 
используются в высоких концентрациях 
(106 кл/г почвы). Это позволяет не только 
увеличить начальную скорость деградации 
ФОС, но и стабилизировать микроорганиз-
мы в неблагоприятных условиях за счёт их 
перехода в устойчивое состояние «кворума» 
(Quorumsensing). Состояние «кворума» связа-
но с генетическим ответом клеток бактерий на 
увеличение их концентрации и, как правило, 
выражается в изменении биохимического со-

става клеток и формировании повышенной 
устойчивости микроорганизмов к различ-
ным внешним неблагоприятным факторам. 
Суть этого явления для грамотрицательных 
бактерий состоит в том, что в процессе роста 
и накопления биомассы они синтезируют  
N-ацилгомосеринлактоны, которые являются 
автоиндукторами экспрессии «молчащих» 
генов, отвечающих за формирование рези-
стентности у данных бактерий [70]. Исполь-
зование иммобилизованных клеток бактерий 
в состоянии «кворума» может обеспечить 
наиболее эффективную очистку почв, загряз-
нённых ФОС. В литературе имеются также 
данные о технологиях получения иммобили-
зованных микробных консорциумов (ИМК) 
[71]. Процедура приготовления ИМК состоит 
в смешивании осадка влажной биомассы вы-
ращенных клеток с 10%-ным водным раство-
ром поливинилового спирта (ПВС, ~84 кДа) и 
последующем суспендировании до получения 
однородной гомогенной 10–30% (по массе) 
суспензии клеток. 

Для определения деградирующей способ-
ности консорциуимов ИМК вводились в среду, 
содержащую параоксон. Общая концентрация 
иммобилизованных клеток в отдельном экспе-
рименте составляла 20 г клеток/л [72]. Автора-
ми показано, что клетки способны разрушать 
различные фосфорорганические пестициды, 
причём варьирование состава консорциума 
приводило к изменению степени деградации 
параоксона. Очевидно, клетки бактерий родов 
Rhodococcus и Pseudomonas, находясь в еди-
ной ассоциации, оказывают взаимовыгодное 
влияние друг на друга, в результате чего сте-
пень деградации параоксона увеличивалась 
при их совместном использовании в составе 
консорциума.

При иммобилизовании этих клеток бак-
терий в одну гранулу криогеля ПВС можно 
получить увеличение скорости деградации па-
раоксона на 30%. Установлено, что изменение 
соотношения клеток внутри носителя влияло на 
скорость деградации (наблюдалось увеличение 
на 67% по сравнению с начальной величиной) 
той же концентрации параоксона. При увеличе-
нии биомассы иммобилизованных клеток с 10 % 
до 30 % (масс.) скорость деградации параоксона 
не изменялась, но увеличивалась стабильность 
ИМК, которые могли быть использованы много-
кратно. Такие катализаторы осуществляли 
высокоэффективную деградацию различных 
фосфорорганических пестицидов. Через сутки 
степень деградации большинства пестицидов 
достигала более 90%.
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ИМК могут быть также использованы для 
решения комплексной задачи – одновремен-
ной деградации нескольких загрязнителей в 
водной системе, например, параоксона, гек-
садекана и ПНФ.

При использовании клеток-деструкторов 
или их консорциумов для очистки почв от 
загрязнителей необходимо учитывать как 
степень их загрязнения, так и состав загрязни-
телей. Кроме того, необходимо определить тип 
почв, которые будут подвергнуты биотехноло-
гической обработке в процессе биоремедиа-
ции. В почвах должна быть определена влаж-
ность и процент содержания гумуса, а также 
рН. Эти характеристики могут существенно 
повлиять на выбор клеток-деструкторов и со-
став консорциумов.

Во многих микробиологических лабора-
ториях мира наряду с поиском новых микро-
организмов, адаптированных к развитию в 
присутствии чужеродных токсичных веществ 
проводятся активные исследования по выделе-
нию из бактериальных клеток ферментов, спо-
собных катализировать процессы разрушения 
химических связей в токсичных соединениях –  
загрязнителях окружающей среды.

Российскими учёными разработан способ 
ферментативного гидролиза фосфорорганиче-
ских соединений в почве [73, 74]. На основе 
модифицированного фермента органофосфат-
гидролазы, нанесённого на разные носители 
(пшеничная солома, рисовая солома, дубовые 
опилки, берёзовые опилки, сосновые опил-
ки, еловые опилки, активный уголь, песок, 
диатомовая земля), были созданы препараты 
биокатализаторов, которые успешно были 
апробированы для очистки разных видов почв, 
загрязнённых пестицидами (параоксон, диа-
зинон, паратион).

Заключение

Проведённый анализ литературных дан-
ных показал, что для очистки почв и вод, 
загрязнённых экотоксикантами, могут быть 
использованы ферменты, отдельные штаммы 
микроорганизмов-деструкторов и различные 
их консорциумы, как в иммобилизованном 
виде, так и их суспензии. 

Механизмы и схемы проведения биоло-
гической деградации экотоксикантов и про-
дуктов их деструкции в водных растворах и 
почвах различны для разных штаммов микро-
организмов–деструкторов, их консорциумов 
и ферментов. Поэтому при разработке био-
технологий по очистке почв и вод от загрязне-

ний экотоксикантами необходимо учитывать 
активность фермента, видовое происхождение 
используемого в технологии микроорганизма 
или состав консорциума, их биодеградирующие 
свойства, особенности поведения в сообществе 
с различными природными штаммами, способ-
ность к изменчивости в условиях неоднород-
ности субстрата, а также характеристики почв 
и факторы, влияющие на механизм и скорость 
биодеградации.
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