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В соответствии с Федеральным законом «Об уничтожении химического оружия» объекты по уничтожению 
запасов химического оружия (УХО) являются федеральной собственностью и подлежат перепрофилированию в 
интересах обороны и безопасности страны. В связи с этим как на этапе вывода объекта из эксплуатации, так и при 
выполнении работ по ликвидации последствий его деятельности, необходимо проведение комплекса реабилита-
ционных мероприятий и, следовательно, проблема рекультивации и санации почвы в месте функционирования 
объекта УХО «Марадыковский» после принятия решения по его перепрофилированию со всей очевидностью 
становится актуальной и может включать этап с использованием биопрепаратов. Результаты многолетнего био-
мониторинга свидетельствуют о том, что объект не оказал негативного воздействия на природные экосистемы. В 
статье рассматриваются существующие научно-практические подходы для проведения комплекса реабилитаци-
онных мероприятий, в частности, нового ферментативного и микробиологического подходов, являющихся базой 
экологической биотехнологии рекультивации и санирования техногенной экосистемы объекта. Проанализированы 
результаты комбинированного использования гексагистидин-содержащей органофосфатгидролазы, гидролизую-
щей фосфорорганические соединения (ФОС), и биокатализатора в виде иммобилизованных клеток бактерий рода 
Pseudomonas, осуществляющего метаболическое разложение метилфосфоновой кислоты в процессах биодеструкции 
фосфорорганических отравляющих веществ (ФОВ) и продуктов их гидролиза в составе реакционных масс, обра-
зующихся в результате химического уничтожения ФОВ. 

Представлены данные об использовании растительно-микробной ассоциации клубеньковых бактерий 
Rhizobium loti, бактерий штамма-деструктора нефти и нефтепродуктов Pseudomonas delhiensis VG-11 c бобовым 
растением лядвенцом рогатым (Lotus corniculatus) и сочетания данной ассоциации с биодеградативным потенциалом 
псевдомонад – деструкторов ФОС – Pseudomonas fluorescens VG-5 и Pseudomonas putida VG-8 в составе единого 
двухкомпонентного биопрепарата. Апробация двухкомпонентного биопрепарата в микрополевых экспериментах 
свидетельствует о возможности практического использования его потенциала в биотехнологии рекультивации почвы 
на объекте УХО «Марадыковский». 

Ключевые слова: рекультивация, экотоксикант, органофосфатгидролаза, биокатализаторы, микроорганизмы, 
растительно-микробная ассоциация, биодеструкция.
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В 2015 г. на объекте уничтожения хими-
ческого оружия (УХО) «Марадыковский» 
был ликвидирован последний боеприпас с 
отравляющим веществом из хранящихся в 
арсенале. Внедрение и сертификация системы 
экологического менеджмента на природной и 
техногенной территории объекта УХО, соз-
дание и функционирование многоуровневых 
систем производственного контроля, а также 
государственного экологического контроля и 
мониторинга, в значительной степени обеспе-
чили необходимую эффективность природоох-
ранной деятельности [1]. Результаты исследо-
вания экологического состояния территории 
объекта УХО «Марадыковский» и участков 
мониторинга с использованием широкого 
спектра современных методов обследования и 
репрезентативных показателей свидетельству-
ют об отсутствии опасных превышений ПДК 
загрязняющих веществ в природных средах 
и объектах окружающей среды [2]. Влияние 
объекта УХО проявилось лишь в накоплении 
соединений фосфора в эпифитных лишайни-
ках на участках мониторинга, ближайших к 
объекту УХО [3]. В то же время, по мнению 
специалистов, нельзя исключить возмож-
ность отсроченного действия загрязняющих 
веществ на окружающую среду [4]. Такая 

In accordance with the federal law On Chemical Weapons Destruction, chemical weapons destruction plants (CWD) 
are a federal property and are subject to redevelopment in the interests of national defense and security. In this regard, both 
at the stage of decommissioning and during liquidation of activities, it is necessary to carry out a complex of rehabilitation 
measures. Consequently, the problem of reclamation and sanitation of soil at the site of operation of the “MaradykovskyΔ 
CWD plant after the decision of its reorientation evidently will be relevant and may include a biological stage of using 
biopreparations. The results of biomonitoring indicate that the plant did not have a negative impact on natural ecosys-
tems. The article considers the existing scientific and practical approaches for carrying out a complex of rehabilitation 
measures: new enzymatic and microbiological approaches, which are the basis of ecological biotechnology of reclamation 
and sanitation of the technogenic ecosystem of the plant. The results are analyzed of the combined use of hexahistidine-
containing organophosphate hydrolase hydrolyzing organophosphorus compounds (OPC) and the biocatalyst in the form 
of immobilized cells of bacteria of the genus Pseudomonas, which performs metabolic decomposition of methylphosphonic 
acid in the process of biodegradation of organophosphorus toxic agents and their hydrolysis products in the reaction-
ary masses formed as a results of chemical destruction of OPC. The data are presented on the use of the plant-microbial 
association of nodule bacteria Rhizobium loti, the oil and petroleum products destructor strain Pseudomonas delhiensis 
VG-11 with leg corn plant (Lotus corniculatus), and the combination of this association with a biodegradative potential of 
Pseudomonas fluorescens VG-5 and Pseudomonas putida VG-8 – destructors of POC as a part of a single two-component 
biopreparation. Approbation of the two-component biopreparation in microfield experiments indicates the possibility of 
practical use of its potential in biotechnology of soil remediation at the “Maradykovsky” CWD plant.

Keywords: recultivation, ecotoxicants, organophosphate hydrolase, biocatalysts, microorganisms, plant-microbial 
association, biodegradation.
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возможность подлежит обязательному рассмо-
трению, исходя из аккумулирующей функции 
почвенной микробиоты. После воздействия на 
почву химических соединений, образующихся 
в ходе выполнения специального комплекса 
инженерно-технических мероприятий по 
обезвреживанию и приведению в безопасное 
состояние инфраструктуры объекта и техни-
ческого оборудования, контактировавшего с 
отравляющими веществами, а также дегази-
рующими рецептурами, территория объекта 
УХО окажется малопригодной для жизни, по 
крайней мере для многих почвенных обитате-
лей. Данное обстоятельство служит импера-
тивом для экологизации реабилитационных 
мероприятий, обеспечивающих более дей-
ственную санацию территории объекта УХО. 

Как известно, в экологии одним из самых 
сложных вопросов является соотношение 
между видовым биоразнообразием и устой-
чивостью биотических сообществ и экосистем. 
Функционирование объекта УХО «Марады-
ковский» в определённой степени привело к 
снижению или исчезновению из экосистемы 
одного или нескольких видов, образующих 
консорцию, за которыми, естественно, после-
довало «исчезновение консорбентов, не вхо-
дящих в другие консорции той же или другой 
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территориально и функционально близкой 
экосистемы» [5]. Поэтому очень важно про-
извести отбор проб почвы с загрязнённой 
территории и установить жизнеспособность 
природных микроорганизмов. При этом 
микробиологический анализ почвы должен 
быть частью комплексного обследования для 
последующего формирования полноценной 
характеристики территории объекта УХО. 
Как следует из опубликованных в работе 
материалов [4], тщательное обследование 
территории объекта УХО, мест бывшего про-
изводства, хранения, уничтожения отрав-
ляющих веществ является существенным для 
установления типа токсического соединения, 
обнаруженного на загрязнённой территории, 
его концентрации, глубины проникновения 
экотоксиканта в почву; типа почвы, её влаж-
ности, кислотности и процентного содержания 
гумуса; предполагаемого количества осадков, 
выпадающих на данной территории; наличия 
и глубины залегания грунтовых вод; опреде-
ления загрязнённости вод.

Итоги проведения такого комплексного 
обследования следует рассматривать в каче-
стве естественного дополнения к результатам 
анализов фондовых материалов, а также к 
результатам полевого обследования, в ходе 
которых было установлено, что за период стро-
ительства и эксплуатации объекта УХО терри-
тория вблизи полигона подвергалась измене-
нию вследствие изъятия грунта, вырубки леса, 
планировки местности, движения транспорта, 
строительства дамб и дорог. Проводилась 
также расчистка леса вокруг объекта УХО с 
вырубкой подлеска, наблюдалось постепенное 
зарастание ранее существующих просек, со-
хранились следы ветровалов [2]. Безусловно, 
что при проведении таких масштабных строи-
тельных, мелиоративных и других видов работ, 
коренным образом изменивших природный 
ландшафт места дислокации объекта УХО, 
нельзя было обойтись без нефтепродуктов и, 
как следствие, их проливов на почву. Нефть 
и нефтепродукты лишь добавляют остроту 
проблеме по рекультивации почвы и ставят 
её решение в зависимость от общей стратегии 
санации территории объекта УХО.

Известно, что в соответствии с Федераль-
ным законом «Об уничтожении химического 
оружия» объекты УХО являются исклю-
чительно федеральной собственностью и 
управляются в установленном порядке. По-
сле приведения в надлежащее состояние их 
предлагается использовать в первую очередь 
для нужд обороны и безопасности страны, а 

в случае отсутствия такой потребности они 
будут вовлечены в хозяйственный оборот в 
интересах региона их расположения [1]. В 
настоящее время на этапе вывода объекта 
УХО «Марадыковский» из эксплуатации 
главной задачей является проведение работ 
по обезвреживанию и санации высвободив-
шихся корпусов и передачи их для перепро-
филирования инвесторам. Реализация этих 
мероприятий должна осуществляться в рамках 
подпрограммы «Ликвидация последствий 
деятельности объектов по хранению и объ-
ектов по уничтожению химического оружия 
в Российской Федерации на 2019–2024 гг.». 
Есть все основания надеяться на то, что при 
проведении санации территории объекта УХО 
будут обязательно учтены данные экологиче-
ского мониторинга территории объекта и без 
внимания не останутся имеющиеся результаты 
проведения комплексного её обследования. 
И, конечно же, должна быть разработана и 
утверждена технология очистки загрязнён-
ных территорий объекта с учётом того, что 
загрязнения могут быть причиной таких по-
следствий, как торможение почвообразова-
тельных процессов и самоочищения почвы, 
значительного изменения видового состава 
и жизнеспособности почвенной микробиоты, 
накопления вредных веществ в окружающей 
среде, которые прямо или опосредованно могут 
оказывать влияние на здоровье человека. Вся 
эта информация, особенно характеризующая 
жизнеспособность природных микроорга-
низмов, крайне необходима для успешного 
осуществления биологического этапа ре-
культивации почвы. Почвенная микробиота 
должна рассматриваться как необходимый 
естественный элемент и активный участник 
биотехнологии рекультивации почвы на 
объекте УХО. Но именно жизнеспособность 
природных микроорганизмов ставится под со-
мнение в случае использования разработанной 
применительно к условиям объекта УХО «Ма-
радыковский» технологии «рекультивации за-
грязнённой территории» [6]. Суть её заключа-
ется в дегазации грунта перекисно-щелочной 
рецептурой с одновременным рыхлением с 
помощью щелереза-рыхлителя-кротователя 
или машины для глубокого фрезерования 
земель МТП-44Б. При этом норма расхода 
перекисно-щелочной рецептуры должна со-
ставить до 100 л на 1 м2. Данная рецептура, 
по заявлению разработчиков [6], эффектив-
на как для обеззараживания (дегазации) 
отравляющих веществ, так и продуктов их 
детоксикации, и применима независимо от 
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характера загрязнений. Прогнозируется, что 
технология позволит произвести гарантиро-
ванную очистку загрязнённой территории. С 
точки зрения специалиста по ликвидации по-
следствий деятельности объекта УХО, данная 
технология вполне вписывается в общий план 
мероприятий по перепрофилированию объек-
тов УХО. Но с точки зрения эколога, а тем бо-
лее микробиолога, применение такого способа 
очистки загрязнённой территории – это явное 
нарушение принципа экологической адек-
ватности, поскольку вследствие воздействия 
значительных количеств перекисно-щелочной 
рецептуры произойдёт «микроэкологическая 
катастрофа» локального масштаба: будет на 
длительное время уничтожена почвенная 
микробиота вместе с почвенным покровом [7]. 
А уничтожение почвенного покрова, являю-
щегося важнейшим сорбционно-химическим 
барьером на пути миграции экотоксикантов 
из атмосферы в грунтовые воды и реки – это 
крайняя степень деградации почвы. Кроме 
того, при таком подходе к рекультивации 
будет полностью проигнорирована эколого-
микробиологическая концепция охраны почв 
от химического загрязнения [7]. 

Таким образом, эколого-микробио-
логическая концепция охраны почв от хими-
ческого загрязнения однозначно фиксирует 
существенную роль микроорганизмов (по-
чвенных, в том числе фотосинтезирующих 
микробов, водорослей и цианобактерий) в 
процессах биологической реабилитации по-
чвы. К сожалению, в настоящее время почва 
как среда обитания микробиоты претерпевает 
значительные, а порой невосполнимые, не-
гативные изменения. Уже сейчас ясно, что 
природная среда сохранилась там, где она 
была недоступна людям для «успешного» 
преобразования: это суровые, малопригодные 
для жизни земли с экстремальными для че-
ловека условиями существования. Тенденция 
этих изменений такова, что темпы разруше-
ния почвенного покрова значительно выше, 
чем скорость образования, а в некоторых 
странах Европы они приобрели угрожающие 
масштабы [8]. К этому следует добавить, что 
для формирования 1 см почвенного слоя 
требуется в зависимости от условий от 10 до 
50 лет. В то же время под монокультурой, 
например, кукурузы, дефляция почвы идёт 
со скоростью 1,3 см в год, т. е. во много раз 
быстрее почвообразования. Естественно, что 
вслед за прямым уничтожением видов, в том 
числе представителей микромира, неизбежно 
может наступить самодеструкция живого. В 

этой связи на начальном этапе рекультива-
ции почвы необходимо определиться с вы-
бором щадящего способа обеззараживания 
и рекультивации почвы территории объекта, 
эффективность которого соответствовала бы 
основному принципу медицины, который 
сформулировал Гиппократ, – «Nоli nocere!» 
(«Прежде всего – не навреди!»). 

Проблема рекультивации и санации 
почвы в месте функционирования объекта 
УХО «Марадыковский» после принятия ре-
шения по его перепрофилированию со всей 
очевидностью стала актуальной. Рекульти-
вация почвы – это комплекс инженерных 
и санитарно-гигиенических мероприятий, 
предусматривающих улучшение (восстанов-
ление) свойств грунтов в целях исключения 
физического и химического негативного воз-
действия на окружающую природную среду 
[9]. В процессе восстановления исходного 
состояния земельных участков, загрязнённых 
экотоксикантами, необходимо осуществлять 
следующие мероприятия по охране окружаю-
щей среды: произвести деградацию экоток-
сикантов, ликвидировать при необходимости 
засолённость и солонцеватость почв, а также 
осуществить ряд других мероприятий. Сам 
же процесс рекультивации земель и грунтов 
предполагает удаление экотоксикантов из 
состава почвы и собственно рекультивацию, 
включающую технический и биологический 
этапы. Технический этап рекультивации – это 
проведение работ, создающих необходимые 
условия для дальнейшего использования 
рекультивированных земель по целевому на-
значению или для проведения мероприятий по 
восстановлению почвы. Таким образом, меры 
технической рекультивации направлены на 
ускорение процессов физического очищения 
почвы.

Биологический этап включает комплекс 
агротехнических и фитомелиоративных меро-
приятий, направленных на улучшение агро-
физических, агрохимических, биохимических 
и других свойств почвы [9, 10]. Таким образом, 
биорекультиваци – это оптимизация физико-
химических и биологических факторов очи-
щения почвы. Сам же этап биорекультивации 
должен выполняться после завершения техни-
ческого этапа. Суть этапа биорекультивации 
заключается в подготовке почвы, внесении 
удобрений и биопрепаратов, подборе трав и 
травосмесей, посеве и уходе за посевами, что 
обеспечивает закрепление поверхностного 
слоя почвы корневой системой растений, соз-
дание сомкнутого травостоя и предотвращает 
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развитие водной и ветровой эрозии почвы на 
нарушенных землях. Таким образом, био-
препараты, содержащие микроорганизмы- 
деструкторы, являются составной частью био-
логической рекультивации, которая призвана 
ускорить процесс разрушения экотоксикантов 
в почве [11, 12], и биологический этап её реа-
лизации совершенно естественен. Разработ-
ка биотехнологии экологически безопасной 
санации почвы in situ в сравнении с физиче-
скими, химическими и физико-химическими 
способами рекультивации почвы является 
относительно новым направлением научных 
исследований. Его становление стало возмож-
ным благодаря накоплению знаний в таких 
областях науки, как общая биология, микро-
биология, в том числе сельскохозяйственная, 
энзимология, биотехнология, экология, ана-
литическая химия и ряд других, для которых 
микроорганизмы являются объектом теорети-
ческих и прикладных исследований. Итогом 
многолетних комплексных междисципли-
нарных исследований стало признание био-
технологических способов и методов очистки 
и восстановления почвы, предусматривающих 
применение бактерий и/или продуцируемых 
ими ферментов. При этом следует отметить, 
что микроорганизмы-деструкторы достаточно 
широко распространены в почве, где создают-
ся все необходимые условия для их адаптации 
ко многим экотоксикантам, а также для роста и 
размножения. Однако при кажущейся много-
численности и многообразии встречающихся 
в природе видов микроорганизмов крайне 
трудно выделить из окружающей среды штамм 
бактерий, пригодный по эксплуатационным 
характеристикам для целей рекультивации 
почвы той территории, где осуществлялась 
деятельность объекта УХО «Марадыковский». 
Известно, что не существует бактерий одного 
вида, которые бы в одиночку осуществляли 
биодеградацию экотоксикантов. Поэтому 
крайне важно иметь в коллекции несколько 
видов таких микроорганизмов-синергистов, 
которые были бы биосовместимыми и в то же 
время высокоэффективными деструкторами 
ФОВ. По понятным причинам микроорганиз-
мы в естественных условиях их обитания не 
встречаются с такого рода экотоксикантами 
и не могут быть адаптированы к ним, что соз-
даёт определённые трудности для выделения 
природных мутантых штаммов бактерий-
деструкторов ФОВ. На помощь пришли мето-
ды генетики и селекции, генной инженерии, 
благодаря которым создана необходимая 
микробиологическая и ферментативная база 

экологической биотехнологии деструкции 
продуктов детоксикации отравляющих ве-
ществ [12]. 

По принятым в России технологиям уни-
чтожения ФОВ, в получаемых реакционных 
массах остаётся часть неразложившихся 
фосфорорганических соединений, сохра-
няющих нейротоксичную активность [13]. В 
зависимости от конкретной ситуации, склады-
вающейся на начало проведения комплекса 
реабилитационных мероприятий и санации 
почвы в районе функционирования объекта 
УХО «Марадыковский» после принятия реше-
ния по его перепрофилированию, реализация 
биотехнологических подходов может быть осу-
ществлена в процессе выполнения следующих 
основных мероприятий:

– обработки почвы in situ путём стимули-
рования природных микроорганизмов-
деструкторов, аэрации и введения в почву 
питательных веществ;
– внесении в почву биокатализаторов на 
основе ферментов, суспензий или лиофи-
лизированных бактерий-деструкторов, а 
также иммобилизованных ферментов и 
бактерий-деструкторов или консорциумов 
микроорганизмов;
– обработки почвы иммобилизованными 
ферментными препаратами бактерий-
деструкторов, устойчивыми к большим 
концентрациям экотоксикантов;
– внесении (интродукции) в почву био-
препаратов, сконструированных на осно-
ве специализированных микрооганиз-
мов или микроорганизмов в составе 
растительно-микробных ассоциаций. 
В условиях незначительного загрязнения 

почвы, по-видимому, достаточно будет исполь-
зовать обычные агротехнические приёмы с вне-
сением необходимых минеральных удобрений, 
способствующих быстрому самоочищению 
почвы [12–14]. В случае более интенсивного 
загрязнения почвы экотоксикантом и глубо-
кого проникновения его в почву надеяться 
исключительно на самоочищение почвы будет 
неправильно. Единственным выходом из этой 
ситуации является «доочистка» реакционных 
масс, образующихся в процессе уничтожения 
отравляющих веществ, а образовавшиеся про-
дукты детоксикации должны соответствовать 
нормативам токсикологической и экологиче-
ской безопасности, т. е. разложение фосфона-
тов должно быть максимальным [14]. Данное 
требование является научно обоснованным, 
поскольку имеются опубликованные данные 
о том, что токсичные эфиры метилфосфоновой 
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кислоты устойчивы к деградации почвенной 
микробиотой и их удаётся обнаружить даже 
спустя десятилетия на глубине свыше 1 м [15]. 
Таким образом, биодеградация таких глубоко 
проникших в почву экотоксикантов может быть 
осуществлена с использованием специализи-
рованных микроорганизмов на этапе её био-
логической рекультивации.

Можно условно выделить два направле-
ния экологической биотехнологии санации 
почвы. Одно направление связано с исполь-
зованием бактериальных ферментов, иммо-
билизованных клеток бактерий-деструкторов 
или их консорциумов, а второе направление 
– с применением для рекультивации почвы 
биопрепаратов на основе микроорганизмов-
деструкторов или на основе растительно-
микробных ассоциаций.  В обоих случаях 
реализуются на практике потенциальные 
возможности микроорганизмов-деструкторов 
разлагать содержащиеся в получаемых ре-
акционных массах остаточные количества 
фосфорорганических соединений, сохраняю-
щих нейротоксичную активность [12, 14]. 
Известно, в частности, несколько ферментов 
микроорганизмов, ответственных за деструк-
цию С-Р связи: фосфонатаза, фосфоноаце-
татгидролаза, фосфонопируватгидролаза, а 
также полиферментный комплекс С-Р-лиаза. 
Только последний полиферментный комплекс 
обладает способностью расщеплять алкил-
фосфонаты с неактивированной С-Р связью, 
тогда как первые три фермента активны в 
отношении небольшого числа фосфонатов с 
активированной С-Р связью. Особо следует 
отметить такую характерную особенность 
С-Р-лиазы, как проявление её специфической 
активности исключительно в клетках грамо-
трицательных бактерий [14]. Важно также и 
то, что С-Р-лиаза в клетках кишечной палочки 
кодируется четырнадцатью генами phn опе-
рона; сам оперон конститутивный, зарепрес-
сированный и в присутствии органического 
фосфора неактивный, а сам полиферментный 
комплекс С-Р-лиаза собирается на наружной 
мембране и с нею связан [16]. Именно поэто-
му активность С-Р-лиазы никогда не была 
обнаружена в бесклеточных лизатах, что в 
определённой степени препятствовало внедре-
нию в практику ферментативной деградации 
фосфорорганических соединений [17–23]. 
Выход был найден лишь через 10 лет интен-
сивных научных исследований, направленных 
на поиск источников выделения ферментов, 
активных по отношению к фосфонатам и про-
дуктам их разрушения [19–23]. Планомерные 

целенаправленные исследования в данном 
направлении на первом этапе были связаны 
с получением и изучением свойств фермента 
органофосфатгидролазы (ОРН), на основе 
которого затем, на втором этапе исследований, 
при введении гексагистидиновой (His

6
) по-

следовательности в N-конец молекулы ОРН 
(His

6
-ОРН) был получен рекомбинантный 

фермент, проявивший высокую каталитиче-
скую активность по отношению к различным 
ФОВ, и наконец третий этап исследований 
был связан с получением иммобилизованного 
в гелеобразующем сорбенте фермента His

6
-

ОРН, способного катализировать расщепле-
ние С-Р связи и осуществлять деструкцию 
как высокотоксичных отравляющих веществ, 
так и первичных продуктов их гидролиза до 
образования фосфорной кислоты (т. е. про-
водить минерализацию фосфорорганических 
токсичных соединений).

Использованию препаратов на основе 
иммобилизованных ферментов для санации 
почвы способствуют следующие их качества: 
гидролитический ферментативный процесс 
может быть осуществлён в нейтральных, сла-
бокислых и слабощелочных средах; скорость 
реакции минерализации достаточно высока, 
в силу чего достигается конверсия экотокси-
канта в ограниченные промежутки времени; 
ферментативная нейтрализация является 
важным звеном экологически безопасной 
детоксикации ФОС; ферменты совместимы с 
биологическими системами, что обеспечивает 
экологическую безопасность самого процесса 
ферментативного разрушения продуктов де-
струкции отравляющих веществ, которыми 
может быть загрязнена почва [12–14, 18–23]. 

Созданные препараты на основе иммоби-
лизованных ферментов для санации почвы 
перспективны при разложении реакционных 
масс в экологически безопасных условиях (без 
применения сильных химических окислите-
лей и концентрированных щелочных раство-
ров). В технологическом плане они не требуют 
создания высоких температур, повышенного 
давления и использования оборудования, из-
готовленного из дорогостоящих коррозионно-
стойких материалов [13, 14].

В настоящее время разработана техно-
логия, в которой используется эффективный 
комбинированный биокатализатор в виде 
фермента гексагистидинсодержащей органо-
фосфатгидролазы (Нis

6
-ОРН) и иммобили-

зованных клеток псевдомонад (Pseudomonas 
sp.) деструкторов ФОС для решения таких 
сложных экологических задач, к которым 
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относится детоксикация почвы с остаточным 
количеством ФОВ. Способность эффективно-
го функционирования разработанных био-
катализаторов в сложных по химическому 
составу системах открывает новые возмож-
ности для биокаталитического, экологически 
безопасного решения проблем, связанных с 
деструкцией ФОВ и продуктов их деградации 
[12, 14, 19–23]. Таким образом, разработка и 
использование ферментного комплекса Нis

6
-

ОРН является одним из эффективных путей 
решения проблемы глубокого разложения 
фосфонатов.

Другим направлением экологической 
биотехнологии санации почвы на территории 
объекта УХО при его перепрофилировании 
является использование специально создан-
ных биопрепаратов на основе так называемой 
аборигенной микрофлоры, т. е. микроорга-
низмов, выделенных из мест их естественной 
адаптации к экотоксикантам на территории 
объекта УХО. Данное обстоятельство даёт 
возможность в полной мере проявить микро-
организмам их биодеградативный потенциал в 
отношении широкого спектра экотоксикантов, 
в том числе в отношении остаточных количеств 
реакционных масс и продуктов детоксикации, 
образующихся при нейтрализации ФОВ. 
Микроорганизмы-деструкторы в составе био-
препарата в процессе хранения самого препа-
рата хоть и находятся в лиофилизированном 
состоянии, но своей жизнеспособности они не 
теряют. Восстановив свою жизнеспособность 
после интродукции в почву, они способны 
взаимодействовать с почвенной микробиотой. 
Эта констатация отражает тот факт, что в со-
ставе экосистем и биосферы в целом имеются 
виды различного геологического возраста –  
«экогеноэлементы» экосистем [5]. Транс-
формирующие воздействия человеческой 
деятельности в общепланетарном масштабе 
дают основание предполагать возможность 
существования нисходящей ветви эволюции 
биосферы, а в региональных рамках – измене-
ние такой комплексной формы поведенческой 
реакции микроорганизмов, как афилиация, 
что может проявиться нарушением клеточ-
ной агрегации и постадийной биодеструкции 
экотоксикантов. Таким образом, имеются 
определённые трудности, которые неизбеж-
но возникают при изучении и поддержании 
устойчивости природных экосистем. Их пре-
одоление возможно при условии соблюдения 
одного из основных экологических принципов 
(принципа Р. Риклефса): эффективность 
сообщества и его стабильность возрастают 

прямо пропорционально той степени, в кото-
рой составляющие её популяции в процессе 
эволюции приноровились друг к другу [24]. 
Согласно данному принципу интродуцируе-
мые в природную экосистему микроорганиз-
мы, осуществляя биодеструкцию сложных по 
химическому составу реакционных масс, не 
должны нарушать динамическое равновесие 
между всеми компонентами в составе экоси-
стем, поскольку именно видовое разнообразие 
обеспечивает стабильность экосистем. Таким 
образом, принцип Р. Риклефса, применённый 
к интродуцируемым видам микроорганизмов, 
используемым в биотехнологии рекультива-
ции почвы, налагает на них и их биологиче-
ские свойства определённые ограничительные 
рамки. Микроорганизмы не должны быть 
экологически чужеродными (т. е. должны 
относиться к так называемой аборигенной 
микрофлоре); они должны быть экологически 
безопасными, непатогенными, генетически 
однородными (в плане стабильности генов 
биодеструкции экотоксикантов), совмести-
мыми друг с другом и с почвенными микро-
организмами, а также обладать таким важным 
свойством, как элиминация из экосистемы при 
полной деградации субстрата биодеструкции. 
Элиминация микроорганизмов-деструкторов 
из экосистемы имеет существенное значение 
для предотвращения процесса «деприва-
ции» микробного сообщества. Депривация 
или упрощение может происходить на фоне 
интенсивного размножения интродуциро-
ванного вида микроорганизмов, что сужает 
возможности менее конкурентоспособных 
видов и тем самым ведёт к их исчезновению 
или к видоизменению экологических ниш 
функционально близких видов, создавая пред-
посылки для сохранения их численности или, 
наоборот, массового размножения («принцип 
незваного гостя»); при этом может измениться 
всё сообщество, включая даже как будто бы не 
связанные с внедрившимся видом формы [5]. 

В естественных условиях функционирова-
ния экосистем возможны изменения количе-
ства и качества одного из экологических ком-
понентов, ведущие к замене одной экосистемы 
другой, при этом не всегда желательной. Как 
правило, природные изменения экологиче-
ских компонентов бывают непродолжитель-
ными и не выходят за рамки нормы реакции 
экосистемы. Искусственные изменения неред-
ко бывают перманентными, отнюдь не всегда 
соотнесены с «выносливостью» экосистем и ча-
сто приводят к их деградации. Экологическая 
надёжность (устойчивость) экосистемы, её 
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способность к самовосстановлению и саморе-
гуляции (в пределах естественных колебаний) 
зависит от её положения в иерархии природ-
ных образований, степени взаимодействия 
её компонентов и элементов (их экологиче-
ской комплементарности, конгруэнтности, 
равновесия, экологической корреляции и 
оптимальности в компонентой дополнитель-
ности), а также от частных приспособлений 
организмов (размеры, продолжительность 
жизни, скорость смены поколений, отношение 
продуктивности к биомассе и т. д.), состав-
ляющих биоту экосистемы [5]. Разнообразие, 
сложность и другие характеристики экосисте-
мы имеют неоднозначное значение и зависят 
от эволюционной сукцессионной зрелости. 
Безусловно, такие тонкие качественные из-
менения структуры экосистемы нельзя учесть 
во всей полноте, когда речь идёт о санации 
почвы длительно функционирующего объекта 
УХО. Однако, несмотря на определённые раз-
личия, у экосистем имеются универсальные 
механизмы, которые обеспечивают их устой-
чивое функционирование. Именно знание и 
учёт этих механизмов позволили применить 
на практике биодеградативный потенциал 
микроорганизмов, выделенных из мест их 
естественной адаптации к экотоксикантам. 

В течение последних трёх лет выполнен 
большой комплекс исследований по разработ-
ке технологии новой формы перспективного 
двухкомпонентного биопрепарата. В его состав 
вошли бактерии Pseudomonas fluorescens VG-5 
и P. putida VG-8 – эффективные деструкторы 
ФОС и углеводородов нефти, клубеньковые 
бактерии Rhizobium loti, сорбированные на 
семенах нефтетолерантного бобового растения 
лядвенца рогатого Lotus corniculatus, а также 
бактерии эффективного штамма-деструктора 
экотоксикантов P. delhiensis VG-11 в составе 
растительно-микробной ассоциации. Разраба-
тывались две технологии получения биопре-
паратов индивидуального состава, которые, 
согласно их использованию, будут храниться 
раздельно и которые объединяются в одно 
целое непосредственно перед применением 
на местности. Важно также и то, что при кон-
струировании биопрепаратов принимались во 
внимание экспериментальные данные, свиде-
тельствующие об отсутствии на сегодняшний 
день универсального вида микроорганизмов, 
обладающих способностью осуществлять 
деградацию всех экотоксикантов в почве, а 
также и их компонентов [25]. Поэтому в со-
став биопрепаратов, предназначенных для 
рекультивации почвы, были введены предста-

вители нескольких видов микроорганизмов-
деструкторов, принадлежащих к различным 
таксономическим группам. Таким образом, 
расширение возможностей биотехнологии 
рекультивации почвы напрямую связано с 
применением двухкомпонентного биопрепа-
рата, обеспечивающего био- и фиторекуль-
тивацию почвы. В самой технологии фиторе-
культивации используют ассоциированные 
с растениями микроорганизмы. Именно 
микроорганизмы ризосферы растений играют 
ведущую роль в деградации экотоксикантов 
в процессе рекультивации. Общеизвестно, 
что в ризосфере растений присутствуют так 
называемые PGPR-бактерии (от англ. plant 
growth promoting rhizobacteria), оказываю-
щие стимулирующее влияние на рост рас-
тений. В свою очередь, растения способны 
активно противодействовать экотоксикантам 
посредством таких процессов, как экскреция 
экотоксикантов и последующая их деградация 
до клеточных метаболитов и углекислого газа 
[25–28]. При этом существенно расширяется 
биодеградативный потенциал биопрепарата 
и, как следствие, возможности биотехнологии 
рекультивации, связанные с объединением 
микроорганизмов. 

В технологии первого биопрепарата-
деструктора ФОС, нефти и нефтепродуктов 
с расширенным спектром биодеградативной 
активности используются бактерии двух 
штаммов псевдомонад P. fluorescens VG-5 и 
P. putida VG-8 [29]. Бактерии обоих штаммов 
непатогенны, биосовместимы, экологически 
безопасны, стабильны по признаку биоде-
струкции экотоксикантов, неприхотливы по 
питательным потребностям, технологичны, 
не персистируют в окружающей среде при от-
сутствии субстрата для деструкции. Готовый 
к применению лиофильно обезвоженный 
биопрепарат представляет собой пористую 
массу светло-жёлтого цвета без посторонних 
включений. С использованием метода капил-
лярной газовой хроматомасс-спектрометрии 
с масс-селективным детектированием была 
установлена высокая нефтедеструктирующая 
активность микроорганизмов, использующих 
в эксперименте при выращивании на мине-
ральных питательных средах, содержащих 
нефть или нефтепродукты в качестве един-
ственного источника углерода.

В микрополевых экспериментах штаммы 
псевдомонад P. fluorescens VG-5 и P. putida 
VG-8 проявили выраженную биодеструктив--8 проявили выраженную биодеструктив-
ную активность в отношении гербицида Ра-
ундап: содержание в почве глифосата [29, 30], 
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входящего в состав гербицида, снизилось к 12 
суткам эксперимента с исходного количества 
53,6 мг/кг до уровня 0,15 мг/кг, что ниже ис-
ходного содержания в 357 раз и меньше ПДК 
(0,5 мг/кг). Микроорганизмы биопрепарата 
совместно с почвенными микроорганизмами 
образуют трофические цепи и постадийно уча-
ствуют в процессе биодеструкции поллютантов 
почвы. Наследственно закрепленная способ-
ность к биодеструкции экотоксикантов, де-
терминируемая соответствующими плазмид-
ными генами микроорганизмов-деструкторов, 
делает их ведущими в инициации процесса 
биодеструкции как природных, так и ксено-
биотических фосфонатов, а также нефти и 
нефтепродуктов, находящихся в почве.

 Второй биопрепарат представляет собой 
сухую неоднородную массу, состоящую из 
жизнеспособных микробных клеток штаммов 
P. delhiensis VG-11 и R. loti [28] в соотноше-
нии 1:1 в количестве не менее 4 .109 клеток на 
1 г носителя, в качестве которого выступают 
семена бобового растения лядвенца рогатого, 
объединённые с делигнифицированными 
опилками в соотношении 1:1 [29].

Оценка глубины деструкции глифосата 
[30] в почве двухкомпонентным биопрепаратом 
позволила сделать вывод о том, что процесс де-
струкции экотоксиканта наиболее интенсивно 
происходит в первые сутки эксперимента: к 4 
суткам его содержание снизилось с исходного 
количества 52 мг/кг до 11,3±2,8 мг/кг (21,7% 
от исходного количества), а к 13 суткам – до 
0,12±0,03 мг/кг, снизившись, таким образом, 
в 433 раза (при ПДК в почве 0,5 мг/кг). 

Эксперименты с сырой нефтью, вне-
сённой в почву, показали, что комплексное 
воздействие микроорганизмов (а также их 
ферментов) [31], входящих в состав образца 
двухкомпонентного биопрепарата, обуслов-
ливает на 14 сутки эксперимента деструкцию 
нефти с потерей её нативности примерно на 
93%. Оставшиеся неизмененными 7% иденти-
фицированных методом капиллярной газовой 
хроматомасс-спектрометрии компонентов 
исходной нефти подвергаются комплексному 
воздействию растительно-микробной ассо-
циации и в последующем через три недели 
эксперимента фрагментируются на отдельные 
алканы с содержанием тяжёлых нефтяных 
фракций С17–С53 на уровне 15%.

Заключение 

 Микроорганизмы и продукты их мета-
болизма вполне закономерно нашли прак-

тическое применение в биотехнологии ре-
культивации почвы. Эволюционируя вместе 
с биосферой, микроорганизмы адаптирова-
лись к различным условиям существования 
и расселились повсеместно, заняв различные 
экологические ниши. Существует мнение, что 
для микробного биоразнообразия, в отличие от 
биоразнообразия растительного и животного 
мира, характерно динамическое равновесие, 
что якобы облегчает их выделение, иденти-
фикацию и использование в биотехнологии. 
Однако, как показывает опыт, в действитель-
ности частота выделения искомых технофиль-
ных микроорганизмов из естественной среды 
обитания довольно низка и составляет менее 
1.10-9. В то же время специфические микро-
биологические методы и селективные пита-
тельные среды, а также научно-методические 
подходы, разработанные учёными смежных 
научных дисциплин, позволяют изолировать 
из окружающей среды такие микроорганизмы, 
которые обладают набором свойств, делающих 
их естественными участниками биотехнологи-
ческих процессов, в том числе биотехнологии 
рекультивации почвы. Это тем более важно, 
что в силу специфики реализации технологий 
уничтожения ФОС на объекте УХО «Мара-
дыковский» рассчитывать на самовосстанов-
ление почвы и её санацию путём активации 
процессов самоочищения агротехническими 
приёмами, внесением удобрений, поверх-
ностной обработкой и глубоким рыхлением, 
оказывающими стимулирующее влияние на 
естественную микрофлору, не приходится. 
Данное обстоятельство предопределило прове-
дение специальных исследований, связанных 
с использованием мощного биодеградативного 
потенциала микроорганизмов в биотехнологи-
ческих целях.

В настоящее время для микробной биотех-
нологии рекультивации почвы разработаны 
ферментный и сугубо микробиологический 
походы решения проблемы санирования и 
устойчивого функционирования техногенной 
экосистемы объекта «Марадыковский». В 
рамках ферментного подхода к биотехнологии 
рекультивации почвы созданы и апробирова-
ны высокоэффективные генетические кон-
струкции и рекомбинантные штаммы, прежде 
всего кишечной палочки E. сoli и псевдомонад 
Pseudomonas sp., обеспечивающие биосинтез 
органофосфатгидролазы в цитоплазме клеток, 
а также  её генетически модифицированных 
аналогов, содержащих полигистидиновые 
последовательности в растворимой и катали-
тически активной форме. Экспериментально 
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доказана высокая эффективность органофос-
фатгидролазы с шестью остатками гистидина 
в процессах деструкции ФОВ и продуктов их 
деградации. Кроме того, на основе микроб-
ных клеток – продуцентов ферментов с ак-
тивностью органофосфатгидролазы созданы 
гетерогенные биокатализаторы, которые, как 
и метаболически активные клетки, в составе 
искусственного иммобилизованного консор-
циума перспективны для использования в 
процессах разложения фосфорорганических 
нейротоксинов, а также в биотехнологии 
санирования природных экосистем объекта 
«Марадыковский». 

Другим эффективным путём решения 
проблемы санирования и устойчивого функ-
ционирования экосистемы объекта «Марады-
ковский» является использование в биотех-
нологии рекультивации почвы биопрепарата-
деструктора экотоксикантов, созданного на базе 
растительно-микробной ассоциации бактерий 
Pseudomonas sp., Rhizobium sp. и бобового 
растения L. corniculatus. Микроорганизмы, 
входящие в состав биопрепарата-деструктора, 
являются не только продуцентами ферментов 
деструкции фосфонатов в почве, но они также 
формируют устойчивые трофические цепи с 
микроорганизмами почвенной (аборигенной) 
микрофлоры и за счёт синергидного эффекта 
биологически активных компонентов совмест-
но участвуют в процессе биодеструкции экоток-
сикантов в загрязнённой почве. Наследственно 
закрепленная способность к биодеструкции 
экотоксикантов делает их ведущими в ини-
циации процесса уничтожения природных и 
ксенобиотических фосфонатов, а также нефти 
и нефтепродуктов, находящихся в почве. 

Таким образом, совокупность теорети-
ческих и экспериментальных данных свиде-
тельствует о готовности внедрения апроби-
рованных научных разработок в практику 
микробной биотехнологии рекультивации 
почвы, которые обеспечат экологическую 
безопасность процесса биоразложения про-
дуктов деструкции отравляющих веществ и 
восстановления экосистемы объекта «Мара-
дыковский».
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