
9

Биотехнология, 2018, Т. 34, № 1, С. 9–23

Олигонитроароматические соединения, ис-
пользуемые во многих промышленных процессах, 
включая производство пестицидов, красителей, по-
лимеров, пластиков, гербицидов, взрывчатых ве-
ществ, текстиля, бумаги и фармпрепаратов, являют-
ся опасными загрязнителями окружающей среды 
[1]. В течение нескольких десятилетий эти поллю-
танты попадали в почву, поверхностные и грунто-
вые воды со стоками промышленных предприятий.

Тринитротолуол – нитроароматическое взры-
вчатое вещество, которое широко использовалось 
для военных целей благодаря сочетанию таких 

физико-химических свойств, как низкая темпера-
тура плавления, химическая и температурная ста-
бильность, чувствительность к трению и сотря-
сению [2]. В настоящее время производство ТНТ 
в ряде стран прекращено, однако в других стра-
нах он до сих пор является основным компонен-
том многих композитных взрывчатых веществ и 
исходным веществом для синтеза других нитроа-
роматических соединений [1]. Даже в низких кон-
центрациях ТНТ обладает мутагенным действи-
ем на живые организмы (от микробов до чело-
века), является канцерогеном, приводит к таким 
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заболеваниям, как токсический гепатит, дерма-
тит, периферический неврит, катаракта, апласти-
ческая анемия, вызывает мышечную боль, цианоз 
и нарушение функции почек [3].

Для обработки загрязненных ТНТ территорий 
рассматривалось применение таких методов, как 
сжигание, компостирование, экстракция, химиче-
ское окисление (фотокаталитическое и окисление 
с помощью УФ/H2O2 и реагента Фентона) и адсо-
рбция. Однако использование этих методов име-
ет свои ограничения и недостатки, заключающи-
еся в неполной деградации ТНТ, присутствии в 
продуктах переработки неидентифицированных 
соединений и дороговизне физико-химических 
процессов. Так, сжигание является широко при-
меняемым способом ремедиации почв, загрязнен-
ных взрывчатыми веществами, однако этот срав-
нительно дорогой метод нарушает почвенную 
структуру и сопровождается эмиссией токсич-
ных побочных продуктов в атмосферу. В резуль-
тате возникает потребность в разработке других, 
более экономически выгодных и безопасных про-
цессов конверсии ТНТ, в частности, биодеграда-
ции этого соединения [3, 4].

Биоремедиация загрязненных ксенобиотика-
ми сред является экономически и экологически 
приемлемым процессом; однако в случае конта-
минации ТНТ возникают проблемы, связанные 
с низкой скоростью минерализации этого соеди-
нения. Биоремедиация ТНТ идет с переменным 
успехом из-за различного поведения этого веще-
ства в почвах разных типов [5]. Причиной дли-
тельной биодеградации является также строение 
молекулы ТНТ, а именно присутствие трех элек-
троноакцепторных нитрогрупп, которые созда-
ют стерические ограничения для ферментативной 
трансформации и обусловливают дефицит элек-
тронов в ароматическом кольце. Возможными 
путями микробного воздействия является окис-
ление либо восстановление одной из двух ни-
трогрупп ТНТ до моноаминодинитротолуолов и 
диаминонитротолуолов.

Другой путь связан с внедрением одного или 
двух гидрид-ионов в ароматическое кольцо, что 
приводит к образованию комплексов Мейзенгей-
мера (аддуктов ароматических нитросоединений 
с нуклеофилом) и часто сопровождается высвобо-
ждением нитрита. Перенос электронов катализи-
руется различными типами цитоплазматических 
нитроредуктаз. Реакционноспособные нитро-
зо- и гидроксиламинозамещенные интермедиаты 
могут дополнительно реагировать с конденсиро-
ванными азоксидимерами и ацетилпроизводны-

ми ТНТ. В жестко анаэробных условиях моноами-
нодинитротолуолы восстанавливаются до высоко 
реакционноспособного 2,4,6-триаминотолуола, 
который может полимеризоваться или необрати-
мо связываться с органическим веществом почвы 
и таким образом терять подвижность [6].

ПОДХОДЫ К БИОРЕМЕДИАЦИИ 
ОКРУЖАЮЩЕЙ СРЕДЫ, 
ЗАГРЯЗНЕННОЙ ТНТ

Можно выделить несколько стратегий био-
ремедиации ТНТ-загрязненных природных сред. 
Во-первых, это внесение биомассы микроорганиз-
мов с требуемой каталитической активностью с це-
лью усиления процессов биодеградации токсикан-
та. Подобный процесс известен как биоаугментация 
[6]. Во-вторых, это стимулирование собственной 
микрофлоры загрязненных сред. Часто используе-
мой стратегией биоремедиации является стимуля-
ция микроорганизмов, обладающих способностью 
к деградации поллютантов, путем добавления пи-
тательных веществ – субстратов, доноров электро-
нов, неорганических веществ, микроэлементов, ко-
торые могут увеличить биодеградирующую актив-
ность автохтонной микрофлоры. Биоаугментация 
штаммами, деградирующими ТНТ, совместно с до-
бавлением в почву питательных веществ, неоргани-
ческих солей, мелассы, оказывает положительный 
эффект на процесс биодеградации этого токсикан-
та [5, 7]. В третьих, это фиторемедиация. Микро-
организмы обладают ферментами, участвующи-
ми в деструкции ТНТ, но часто не могут накопить 
большую биомассу из-за образования в результа-
те такой деструкции веществ, которые в дальней-
шем не используются в микробном метаболизме. 
Биомасса же ризосферы растений достаточно ве-
лика, но не содержит необходимых ферментов для 
деградации ТНТ [8]. Однако использование фито-
ремедиации для очистки ТНТ-загрязненных почв 
имеет перспективы, особенно в сочетании с дру-
гими вышеописанными способами.

Комплекс мер, которые могут обеспечить био-
деструкцию ТНТ в окружающей среде, представ-
лен на рис. 1. Ниже более подробно рассмотре-
ны наиболее эффективные с точки зрения авторов 
способы биоремедиации ТНТ-загрязненных почв.

Биоаугментация
Случаи успешной биоаугментации ТНТ-за-

грязненных природных сред довольно редки. 
Ее эффективность может быть повышена при 
двух условиях: 1) использование новых или 
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модифицированных ТНТ-деградирующих микро-
организмов, обеспечивающих высокий выход ко-
метаболитов с минимальной затратой косубстрата; 
2)  разработка оптимальных физико-химических 
условий биодеградации. Конкурентные отноше-
ния внесенного микроорганизма с автохтонным 
микробным сообществом могут подорвать про-
цесс биоаугментации. Следовательно, фундамен-
тальные исследования биохимии деградации ТНТ 
являются обязательным условием для осущест-
вления любых стратегий биоремедиации [8].

К разрушению ТНТ способны не только ми-
кроорганизмы, выделенные из загрязненных этим 
веществом сред и селекционированные в направ-
лении повышения их биодеградационной актив-
ности, но и микробы, обитающие в естественных, 
неконтаминированных средах. Так, в результате 
обработки ТНТ микробиотой осадков прибреж-
ных зон наблюдали не только минерализацию 
углерода ароматического кольца молекулы ТНТ 
с образованием углекислого газа, но и включение 
его вместе с азотом в состав бактериальной ДНК 
[9]. Многочисленные данные, подтверждающие, 
что ТНТ очень устойчив к биодеградации микро-
флорой, возможно, связаны с тем, что исследова-
ния проводились с бактериальными изолятами, 
выделенными из вод, где наблюдается недостаток 
фосфора. Способность к минерализации ТНТ с 
образованием углекислого газа была обнаружена 
у микрофлоры осадков прибрежных вод, примы-
кающих к биомам умеренной широколиственной, 
северной хвойной и тропической зон. Возможно, 
способность к трансформации ТНТ находится в 
определенной связи с лигнинолитической актив-

ностью микроорганизмов [10]. Поэтому можно 
заключить, что и микроорганизмы в естественной 
среде обитания могут содержать ферменты био-
трансформации ТНТ.

Следует отметить, что биодеградация ТНТ бо-
лее эффективна в средах, подвергнутых длитель-
ному воздействию этого токсиканта. Кроме того, 
микрофлора, стимулированная другими загрязни-
телями, также может проявлять активность в от-
ношении ТНТ. Как было показано в исследовании 
[11], микрофлора почв, загрязненных углеводоро-
дами, после биоремедиации демонстрирует более 
высокую скорость деструкции ТНТ, чем микро-
флора незагрязненных почв. Отмечено трехкрат-
ное увеличение распространенности генов нитро-
редуктазы в таких загрязненных и впоследствии 
подвергнутых биологической очистке почвах, что 
может найти практическое применение при био-
деградации ТНТ [11].

Отдельные виды микроорганизмов крайне ред-
ко способны к полной конверсии нитроароматиче-
ских субстратов в углекислый газ и метан, поэтому 
для частичной либо полной деградации этого сое-
динения требуется синергическое участие членов 
микробных консорциумов [12]. Биоаугментация с 
использованием не одного штамма-деструктора, а 
консорциума микроорганизмов может обеспечить 
более эффективную деструкцию токсиканта.

Внесение питательных добавок  
и доноров электронов

Выбор подходящей стратегии биоремедиа-
ции обычно зависит от характера загрязнений и 
особенностей природных сред. Технические и 

Фиторемедиация, в том 
числе трансгенными 

растениями
Перевод метаболитов 
ТНТ в немобильную 

фазу

Стимуляция 
автохтонной 
микрофлоры  

внесением ко-
субстратов и доноров 

электронов
Биоаугментация 
биомассы ТНТ- 
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Рис. 1. Схема биоремедиации природных сред, загрязненных ТНТ

Fig. 1. Scheme of bioremediation of TNT-contaminated environment
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экономические ограничения часто требуют ис-
пользования методов ремедиации без экскавации, 
что делает необходимым выбор такой технологии 
очистки, которая может быть выполнена in  situ. 
Подобный метод деструкции поллютанта осно-
ван на том, что ТНТ-деградирующие бактерии 
распространены повсеместно, но им требуются 
определенные косубстраты (доноры электронов) 
и бескислородные условия для полной трансфор-
мации нитрозамина и нитроароматических соеди-
нений [13]. Примеры таких косубстратов и доно-
ров электронов, вносимых в загрязненные ТНТ 
среды или среду культивирования микроорганиз-
мов для интенсификации процесса биодеграда-
ции, представлены в табл. 1.

N.R. Adrian с соавт. для усиления процессов 
анаэробной биодеградации за счет обогащения 
загрязненных почв и грунтовых вод микроорга-
низмами, способными к анаэробной деструкции 
ТНТ, предлагают добавлять в загрязненные почвы 
доноры электронов и водорода – этанол и пропи-
ленгликоль [14]. Так как экономический аспект 
этого процесса является одним из ключевых фак-
торов, предпочтительно в качестве таких добавок 
использование отходов пищевой промышленно-
сти, таких как молочная сыворотка или меласса. 
Снижение концентрации ТНТ на 90% было пока-
зано при добавлении сыворотки в качестве доно-

ра электронов, тогда как внесение мелассы и аце-
тата, как и аллохтонной микрофлоры активного 
ила, оказалось менее эффективным [13].

Положительный результат может быть полу-
чен сочетанием различных стратегий – напри-
мер, биоаугментации и внесения дополнитель-
ных субстратов. Для обработки ТНТ-содержащих 
грунтовых вод, загрязнение которых происхо-
дит в местах производства, хранения и испыта-
ния боеприпасов, был предложен способ иноку-
ляции природного биоценоза штаммами бактерий 
Achromobacter sp. и Klebsiella sp., обладающими 
способностью к деградации ТНТ, с добавлением 
тростниковой мелассы. Штаммы указанных бак-
терий использовали ТНТ как источник азота, при-
чем биодеструкция шла двумя путями: часть ТНТ 
трансформировалась в нитротолуол и затем в ни-
тробензол, а другая часть – в аминопроизводные 
или свободный нитрит по механизму нитрозаме-
щения. Второй путь биодеградации доминировал, 
причем ТНТ полностью удалялся из загрязнен-
ных грунтовых вод [15].

Хороших результатов можно добиться не толь-
ко при внесении в загрязненные почвы питатель-
ных веществ для стимулирования роста микроб-
ной популяции, но и при добавлении ряда дру-
гих компонентов. Так, отмечена эффективность 
активного угля, который снижает токсичность 

Та бл и ц а  1
Экзогенные добавки, стимулирующие ТНТ-деградирующую микрофлору

Exogenous additives that stimulate TNT-degrading microflora

Косубстрат или донор электронов 
(концентрация)

Микроорганизмы, осуществляющие  
биодеградацию ТНТ Ссылка

Ацетат, аспартат, цитрат, глюкоза,  
глицерин, яблочная кислота, меласса, 
пируват, сукцинат (0,5%)

Pseudomonas putida [49]

Неорганическая соль, растительные 
экстракты, меласса, экстракт  
листьев капусты

Микробный консорциум AM 06: Klebsiella, 
Raoultella, Serratia, Stenotrophomonas, 
Pseudoxanthomonas, Achromobacter, Pseudomonas

[5]

Порошкообразный Fe0 (0,2–2%), меласса 
(5 л/м2), DARAMEND™ – твердофазные 
органические добавки с питательными 
веществами (0,5–10%)

Автохтонная микрофлора почв  
(биоремедиация in situ) 

[8]

Сахароза (0,25%) Автохтонная микрофлора почв, загрязненных ТНТ [7]

Молочная сыворотка, меласса, ацетат То же [13]

Удобрения, мочевина Ризосферные микроорганизмы [28]
Ферментированный бульон соевых отходов, 
богатый аминокислотами; глюкоза

Citrobacter youngae E4
[50]

Ферригидрит Аэробные дрожжи [51]

Этанол, пропиленгликоль Смешанная культура метаногенов [14]
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ТНТ и усиливает биоремедиационный потенци-
ал сильно загрязненных почв, а также ПАВ, ко-
торые увеличивают скорость десорбции ТНТ и 
других взрывчатых веществ с частиц почвы, по-
вышая доступность этих субстратов для микроор-
ганизмов [16].

Фиторемедиация
Использование растений для восстановле-

ния загрязненной окружающей среды – перспек-
тивное направление, используемое для ремеди-
ации больших площадей, контаминированных 
тяжелыми металлами и различными ксенобиоти-
ками, в том числе взрывчатыми веществами [16, 
17]. Было показано, что такие растения, как Salix 
(ива), Populus sp. (тополь), Betula pendula (бере-
за), Picea abies (пихта) и Pinus sylvestris (сосна) 
способны к ремедиации загрязненных ТНТ зе-
мель. Этот поллютант легко включался в ткани 
деревьев, и около 80% загрязняющего вещества 
неэкстрактивно связывалось корнями, древеси-
ной, листьями или иглами хвойных пород. Рис, 
пшеница, кукуруза, мальва, подсолнух и другие 
травянистые растения также могут участвовать в 
трансформации ТНТ [16].

Злаковое растение ветивер (Chrysopogon ziza-
nioides L.), как было показано, обладает хорошей 
способностью к деконтаминации ТНТ в воде и 
почве, причем активность по отношению к этому 
соединению увеличивается в присутствии мочеви-
ны. Так, при концентрации мочевины 1 г/кг почвы 
исходное содержание ТНТ (80 мг/кг) в течение 
3 дней снижалось на 84%, тогда как в отсутствии 
мочевины – лишь на 39% [18]. Для эффективно-
го удаления ТНТ ветивером оптимальна агроно-
мически рекомендованная концентрация азота 
(125–300 мг мочевины/кг почвы). В этих условиях 
у растений наблюдалась повышенная активность 
нитроредуктазы, а основными метаболитами ТНТ, 
определяемыми в тканях растения, были моноами-
нодинитротолуолы и 1,3,5-тринитробензол [19].

Водное растение уруть колосистая (Myriophyl-
lum spicatum) наряду с ветивером признано луч-
шим кандидатом для фиторемедиации загрязне-
ниях ТНТ водоемов. Среди изученных растений у 
M. spicatum и C. zizanioides отмечено максималь-
ное поглощение ТНТ, равное 1,6 и 1,03 мг/г сырой 
массы растения, соответственно [20].

Издание Chemical & Engineering News в 2005 г. 
сообщило о способности водорослей активно по-
глощать ТНТ из воды. Красные тропические во-
доросли ассимилировали 100% ТНТ за 72 ч при 
его исходной концентрации 1 мг/л. Нитроредук-

таза восстанавливала одну нитрогруппу ТНТ до 
амина, около 20% аминодинитротолуола выделя-
лось обратно в воду, а остальное метаболизиро-
валось в клетках водорослей (http://pubs.acs.org/cen/
news/83/i09/8309notw7.html).

Ризосферные микроорганизмы также игра-
ют существенную роль в процессах биоремедиа-
ции. Так, Methylobacterium sp., изолированная из 
ризосферы тополя, способна к деградации ТНТ и 
других взрывчатых веществ. Биоаугментация ри-
зосферы кукурузы, выращенной на землях, за-
грязненных ТНТ, штаммом-биодеструктором 
ТНТ Pseudomonas putida JLR11 увеличила ско-
рость биодеградации этого соединения [16]. Засе-
ляющие ризосферу бактерии – деструкторы орга-
нических поллютантов могут значительно повы-
сить эффективность фиторемедиации [17].

Заслуживает внимания изучение бактерий-эн-
дофитов как перспективных объектов для интен-
сификации процесса фиторемедиации. Генети-
чески модифицированные эндофиты сочетают 
способность к деградации поллютанта с положи-
тельным влиянием на рост растений, что позволя-
ет снизить количество удобрений, необходимых 
для этого роста. Ожидается, что использование 
новейших достижений молекулярной биологии 
позволит повысить эффективность фиторемедиа-
ции загрязненных земель, основанной на взаимо-
выгодных отношениях между растениями и эндо-
фитными бактериями [21].

Большие перспективы в биоремедиации зе-
мель, загрязненных ТНТ, имеет фиторемедиация 
трансгенными растениями, несущими гены раз-
личных ферментов, которые в том числе обеспе-
чивают деградацию взрывчатых нитросоедине-
ний. Некоторые авторы сообщали об эффектив-
ном удалении и детоксикации ТНТ трансгенными 
растениями, конститутивно экспрессирующими 
ТНТ-деградирующие ферменты микроорганиз-
мов. Примером таких микробных ферментов явля-
ются нитроредуктазы [22–24] или энзимы семей-
ства так называемого старого желтого фермента 
[25, 26]. Например, трансгенный арабидопсис, со-
держащий гены нитроредуктазы E. coli, был спосо-
бен поглощать в 7–8 раз больше ТНТ, чем растение 
дикого типа, и расти при содержании ТНТ в поч-
ве 250 мг/кг, тогда как рост немодифицированных 
растений ингибировался при 50 мг/кг [27]. Однако, 
по мнению некоторых авторов, большая эффектив-
ность фиторемедиации трансгенными растениями 
по сравнению с нетрансгенными растениями того 
же вида достоверно фиксируется только при высо-
ких концентрациях ТНТ в почве [28].
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Возможности фиторемедиации загрязненных 
ТНТ сред схематично представлены на рис. 2.

Деградация ТНТ иммобилизованными 
микроорганизмами

Многообещающей стратегией очистки водных 
сред от ТНТ является использование иммобилизо-
ванных микроорганизмов в реакторах периодиче-
ского или непрерывного действия [6]. Известно, 
что иммобилизация клеток способствует их боль-
шей устойчивости к воздействию токсичных ве-
ществ и других неблагоприятных факторов внеш-
ней среды, стабилизирует ферментативную ак-
тивность и делает возможным конструирование 
непрерывных процессов, в том числе для очистки 
сточных вод. Высокая продуктивность процессов, 
основанных на функционировании иммобили-
зованных микроорганизмов, связана как с повы-
шенной плотностью клеток, так и с физиологиче-
скими изменениями, обусловленными процессом 
иммобилизации.

Была изучена деградация ТНТ клетками штам-
ма Bacillus sp. YRE1, иммобилизованными на угле 
и полистироле. Клетки бацилл, иммобилизован-
ные на угле, при рН 7 разрушали до 93,81% ТНТ; 
оптимум деградации при иммобилизации на по-
листироле наблюдался при рН 5. Биодеградация 
ТНТ клетками, иммобилизованными на обоих суб-
стратах, была наиболее эффективна при 37 ºС [29]. 
Клетки Bacillus sp. VT-8, иммобилизованные на 
поликапроамидном волокне, трансформировали 
ТНТ в концентрации 67 мг/л с максимальной ско-
ростью, обеспечившей снижение концентрации 
данного токсиканта в 10 раз за 6 дней [30]. Клетки 
Bacillus mycoides были иммобилизованы в структу-
ре геля, содержащего 10% поливинилового спирта, 
0,3% альгината натрия и 2,5% каолина. ТНТ адсор-
бировался на гранулах, а затем подвергался биоде-
градации иммобилизованными в гранулах клетка-
ми. При этом наблюдали уменьшение количества 
ТНТ в сточных водах на 92,6% за 8 ч, а показателя 
ХПК стоков – с 1128,2 до 398,2 мг/л [31].

Для эффективной биодеградации ТНТ был ис-
пользован комбинированный процесс с приме-
нением двух биофильтров – восходящего тока 
жидкости и погружного типа. Среди продуктов 
анаэробной деградации преобладал 2,6-диами-
но-4-нитротолуол. Этанол являлся главным доно-
ром электронов при биодеградации ТНТ во вре-
мя анаэробного процесса. Штаммы, выделенные 
с биофильтра, принадлежали к р. Pseudomonas, 
Flavobacteriales, Chryseobacterium, Sphingomonas, 
Chryseobacterium и Riemerella [32].

Обработку вод, содержащих ТНТ, проводили с 
помощью анаэробно-аэробных фильтров. Основ-
ными продуктами анаэробной деградации явля-
лись 2-амино-4-мононитротолуол-5-SO3 и 3-ами-
но-2-мононитротолуол-5-SO3. В качестве экзоген-
ного источника углерода для биодеградации ТНТ 
использовали этанол. Микроорганизмы, иммоби-
лизованные на фильтрах, были идентифицирова-
ны как Hydrogenophaga sp., Exiguobacterium sp., 
Azospirillum zeae, Rhizobium sp. и железовосста-
навливающие бактерии [33].

Превентивные подходы к минимизации 
загрязнений ТНТ

Инновационный подход к предотвращению за-
грязнения окружающей среды ТНТ заключается в 
том, чтобы вносить микроорганизмы, способные 
к деградации этого соединения, непосредствен-
но во взрывчатые вещества. Так, введение Pseu-
domonas putida GG04 и Bacillus SF в сухой взры-
вчатый материал не оказывало никакого воздей-
ствия на качество взрывчатой смеси и на скорость 

Накопление, перевод 
ТНТ и его метаболитов 
в немобильную фазу

Удобрения, 
питательные вещества 

Ризосферные 
микроорганизмы

CH3

NO2

NO2

O2N

Биодеградация

БиодеградацияГенная модификация
nfsI, nfsA, pnrA

Эндофиты

Рис. 2. Схема фиторемедиации почв, загрязненных 
ТНТ

Fig. 2. Scheme of phytoremediation of TNT-contami-
nated soil
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детонации при хранении в течение пяти лет. В то 
же время, полная биотрансформация ТНТ с об-
разованием гидроксиламинодинитротолуолов, 
4-амино-2,6-динитротолуолов, 2-амино-2,6-ди-
нитротолуолов, различных азоксисоединений, 
2,6-диаминонитротолуолов и 2,4-диаминони-
тротолуолов происходила в течение 5 дней по-
сле переноса взрывчатого материала в жидкую 
среду  [34]. Разработка самоочищающихся взры-
вчатых составов открыла новые перспективы 
для применения микроорганизмов-деструкторов 
ТНТ. Как инокулят могут быть использованы спо-
ры бактерий Clostridium sp. и Bacillus sp. Также 
исследуются соответствующие возможности кле-
ток бактерий Pseudomonas sp., лиофилизованных 
в присутствии криопротекторов. Грамотрицатель-
ные бактерии являются предпочтительными кан-
дидатами для введения в состав взрывчатых ма-
териалов по сравнению с грамположительными, 
вследствие их большей устойчивости к ТНТ [6].

Предварительные результаты этой новой тех-
нологии создают предпосылки для интенсифика-
ции фундаментальных исследований, касающих-
ся скрининга спорулирующих и засухоустойчи-
вых ТНТ-деградирующих микроорганизмов, а 
также разработки методов лиофилизации неспо-
рулирующих бактерий [8].

МЕХАНИЗМЫ ДЕГРАДАЦИИ ТНТ 
МИКРООРГАНИЗМАМИ

Ферменты деградации ТНТ
Основным классом ферментов, вовлечен-

ных в конверсию ТНТ, являются нитроредуктазы 
типа I (нечувствительные к кислороду). Это фер-
менты, восстанавливающие различные нитроа-
роматические соединения, такие как нитрофура-
зоны, нитроарены, нитрофенолы, нитробензолы, 
а также взрывчатые вещества, включая ТНТ, гек-
сагидро-1,3,5-тринитро-1,3,5-триазин и трини-
троглицерин. Нитроредуктазы, ответственные за 
аэробную и анаэробную деградацию ТНТ, содер-
жат флавинмононуклеотид в качестве кофактора 
и катализируют NAD(P)H-зависимое восстанов-
ление нитрогрупп ароматического кольца до ни-
трозо-, гидроксиламино- и аминогрупп [35–37].

Другой значительной группой негомологич-
ных нитроредуктазам ферментов, которые осу-
ществляют восстановление нитрогруппы до ами-
ногруппы, являются члены семейства старого 
желтого фермента (old yellow enzyme), названно-
го так по первому открытому энзиму, который со-
держал связанный флавин [37]. Некоторые фер-

менты семейства флавопротеинов, как, например, 
пентаэритрит-тетранитратредуктаза из Entero-
bacter cloacae PB2 и редуктаза XenB из Pseudo-
monas fluorescens I-C, не только действуют как ни-
троредуктазы, но могут также трансформировать 
ТНТ посредством внедрения гидрида в аромати-
ческое кольцо, формируя моногидридные и диги-
дридные комплексы Мейзенгеймера [38]. Физио-
логическая роль ферментов этого семейства все 
еще неясна; возможно, они являются частью си-
стемы общего ответа, индуцируемой окислитель-
ным стрессом, и поддерживают внутриклеточный 
редокс-потенциал путем переноса электронов с 
пиримидиновых нуклеотидов на оксиданты [37].

Так как ТНТ легко восстанавливается в при-
родной среде с образованием изомерной смеси 
2-амино-4,6-динитротолуола и 4-амино-2,6-ди-
нитротолуола, ряд исследований сфокусирован 
на изучении возможного окислительного преоб-
разования этих изомеров. Существенная роль в 
этом процессе принадлежит оксигеназам, хотя 
их активность, по-видимому, довольно мала (ме-
нее 0,5  нмоль продукта/(мин ∙ мг белка)). Ре-
комбинантная E. coli, экспрессирующая 2,4-ди-
нитротолуолдиоксигеназу из Burkholderia sp., 
способна окислять 2-амино-4,6-динитротолу-
ол в 3-й и 4-й позициях с выделением нитри-
та и формированием 3-амино-4-метил-5-нитро-
катехола, а  также гидроксилировать метильную 
группу с образованием 2-амино-4,6-динитро-
бензилового спирта. Рекомбинантная нитробен-
золдиоксигеназа из Comamonas sp. JS765 может 
окислять 4-амино-2,6-динитротолуол во 2-й и 3-й 
позициях с выделением нитрита и образовани-
ем 3-амино-6-метил-5-нитрокатехола [37]. Объе-
динение терминальных оксигеназ – 2,4-динитро-
толуолдиоксигеназы и нитробензолдиоксигеназы 
– приводило к одновременному окислению соот-
ветствующих производных ТНТ с образованием 
катехолов и бензилового спирта [39].

Гидрогеназа Clostridium acetobutylicum, кото-
рую обычно ассоциируют с выделением водоро-
да, катализировала H2-зависимое восстановление 
ТНТ до 2-гидроксиламино-4,6-динитротолуола и 
4-гидроксиламино-2,6-динитротолуола с после-
дующим восстановлением этих соединений до 
2,4-дигидроксиламино-6-нитротолуола во время 
ацидогенной фазы роста клостридий [37].

Грибная микрофлора также способна к ми-
нерализации ТНТ за счет активности внекле-
точных неспецифических пероксидаз. Восста-
новление ТНТ до гидроксиламинодинитротолу-
олов и аминодинитротолуолов грибами может 
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осуществляться и с помощью нитроредуктаз, свя-
занных с мицелием, а дальнейшая минерализация 
этих продуктов достигается благодаря активности 
ферментов, осуществляющих окисление, главным 
образом лигниндеградирующих ферментов [40]. 
Окислительная атака лигнинразрушающих вне-
клеточных ферментов (лакказ, лигнин- и марга-
нец-пероксидаз) на это соединение происходит с 
образованием высоко реакционноспособных ин-
термедиатов, таких как электрофильные глутати-
онил- и пероксил-радикалы, нуклеофильные супе-
роксид- и формил-радикалы. Следует сказать, что 
минерализация ТНТ грибами испытывает конку-
ренцию со стороны других почвенных микроорга-
низмов и рост грибов подавляется высокими кон-
центрациями ТНТ. Также деструкцию поллютанта 
ингибируют быстрое взаимодействие его восста-
новленных производных с компонентами почвы, 
превращающее их в немобильные производные, и 
активное гашение свободных радикалов [8].

Аэробная деструкция ТНТ
Окислительный метаболизм нитрогрупп у ве-

ществ ароматического ряда присущ только моно- 
и динитроароматическим соединениям; ТНТ даже 
в присутствии кислорода трансформируется ис-
ключительно путем восстановления. В большин-
стве случаев аэробные бактерии конвертируют 

молекулу ТНТ в гидроксиламино- или аминогруп-
пу(ы), восстанавливая одну или две нитрогруппы. 
При этом образуются различные изомеры амино-
нитроароматических веществ, которые обычно 
накапливаются в культуральной среде и в даль-
нейшем не метаболизируются. Частично восста-
новленные формы ТНТ могут реагировать друг с 
другом в присутствии кислорода, образуя устой-
чивые азокситетранитротолуолы, которые об-
ладают большей мутагенностью, чем ТНТ [41]. 
Аэробное восстановление может идти тремя пу-
тями: 1) оксигенация кольца, которая ведет к ак-
кумуляции нитрит-ионов; 2) нуклеофильная атака 
путем присоединения гидрид-иона с формирова-
нием комплекса Мейзенгеймера, что ведет к вос-
становлению ароматического кольца до динитро-
производного; 3) частичное восстановление ни-
трогрупп до производных гидроксиламина [2, 12].

Некоторые микроорганизмы, в частности, 
Acinetobacter sp. VT11 [42], Bacillus sp. VT-8 [30], 
Achromobacter sp. BC09 [7] способны использо-
вать ТНТ в качестве единственного источника 
углерода и азота для роста; Achromobacter span-
ius STE 11 [43], Pseudomonas sp. HK-6 [44] и Cit-
robacter sp. YC4 [7] – в качестве единственного 
источника азота.

Примеры аэробной деградации ТНТ микроор-
ганизмами суммированы в табл. 2.

Та бл и ц а  2
Предполагаемые и установленные механизмы деградации ТНТ микроорганизмами в аэробных условиях 

Presumed and established mechanisms of TNT microbial degradation under aerobic conditions

Микроорганизм Метаболический путь Источник

Achromobacter spanius STE 11 Трансформация ТНТ до 2,4-динитротолуола, 2,6-динитротолуола, 
4-аминодинитротолуола и 2-аминодинитротолуола

[43]

Achromobacter sp. BC09

Citrobacter sp. YC4

Образование 4-амино-2,6-динитротолуола и  
2-амино-4,6-динитротолуола. Может использовать ТНТ  
как единственный источник углерода и азота

Образование 4-амино-2,6-динитротолуола и 
2-амино-4,6-динитротолуола
Может использовать ТНТ как единственный источник азота

[7]

Acinetobacter sp. VT11 

Pseudomonas sp. VT-7W

Rhodococcus opacus 1G;
Rhodococcus sp. VT-7

ТНТ – единственный субстрат для роста, накопление 
промежуточных продуктов не обнаружено
Интермедиаты биодеградации – 3,5-динитро-4-метил-анилид 
уксусной кислоты и 2,6-динитро-4-аминотолуол
Интермедиат – 4-метил-3,5-динитроформамид

[42]

A. junii A8 ТНТ трансформируется до 2,6-динитро-4-нитрозотолуола, 
4-амино-2,6-динитротолуола, 4-амино-2,6-динитробензойной 
кислоты

[52]

Bacillus cereus Образование 2,4-динитротолуола и 4- аминодинитротолуола [35]
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Микроорганизм Метаболический путь Источник
B. mycoides Образование 4-амино-2,6-динитротолуола и 

6-амино-2,4-динитротолуола
[53]

Bacillus sp. VT-8 Использование ТНТ как единственный источник углерода и азота [30]

Bacillus sp.

Mycobacterium sp. HL 4-NT-1
M. vaccae JOB-5

Raoultella terrigena HB
Staphylococcus sp.

Выделение нитрита с образованием толуола или 
последовательное восстановление с образованием 
триаминотолуола
Формирование гидридных комплексов Мейзенгеймера
Образование 4-амино-2,6-динитробензойной кислоты 
и 2,4-диамино-6-нитробензил метилового эфира, или 
азоксисоединений, или расщепление кольца
Образование аминопроизводных и азоксидимеров
Выделение нитрита с образованием толуола в конце 
метаболического пути или последовательное восстановление  
с формированием триаминотолуола

[54]

Basidiomycetes

Enterobacter cloacae PB2

Nematoloma forwardii

Nocardiodes CB22-2

Phlebia radiata

Pseudomonas fluorescens
Rhizobium meliloti
Rhodococcus erythropolis

Полная деградация ТНТ через конверсию аминонитротолуола  
с участием марганец-зависимой пероксидазы грибов
Восстановление до комплекса Мейзенгеймера с гидридом, 
выделение нитрита
Полная минерализация через конверсию 2-амино-4,6-
динитротолуола марганец-зависимой пероксидазой
Денитрификация, приводящая к образованию комплексов 
Мейзенгеймера
Восстановление и минерализация ТНТ марганец-зависимой 
пероксидазой
Формирование комплексов Мейзенгеймера
Частичное восстановление ТНТ до аминодинитротолуола
Гидрогенизация кольца с формированием ТНТ-гидридных  
и дигидридных комплексов Мейзенгеймера

[12]

Candida sp. AN-L13
Saccharomyces sp. ZS
Candida sp. AN-L14

Образование гидридного комплекса Мейзенгеймера
Образование моногидроксиламинодинитротолуолов
Образование смеси вышеупомянутых продуктов

[55]

Citrobacter youngae E4 Образование 4-нитротолуола, 2-амино-4,6-динитротолуола, 
4-амино-2,6-динитротолуола

[50]

Geotrichum candidum AN-Z4 Образование нестабильных промежуточных гидридных 
комплексов Мейзенгеймера с последующей их деструкцией  
и накоплением ионов нитрита и нитрата

[56]

Phanerochaete velutina Образование 4-амино-2,6-диаминотолуола и 2-амино-4,6-
диаминотолуола (менее 1% от общей концентрации ТНТ)

[57]

Pseudomonas aeruginosa Образование 2,4-динитротолуола и 4-аминодинитротолуола [2]

P. putida GG04
Bacillus SF

Образование гидроксиламинодинитротолуолов, 4-амино-
2,6-динитротолуолов, 2-амино-4,6-динитротолуолов, 
различных азоксисоединений, 2,6-диаминонитротолуолов и 
2,4-диаминонитротолуолов

[34]

Yarrowia lipolytica AN-L15 Образование 8 разных гидридных комплексов  
и выделение нитрита

[58]

Консорциум AM 06, вклю-
чающий бактерии р. Kleb-
siella, Raoultella,Serratia, 
Stenotrophomonas, Pseudoxan-
thomonas, Achromobacter and 
Pseudomonas

Образование 4-амино-2,6-динитротолуола,  
2-амино-4,6-динитротолуола и 4-нитротолуола

[5]

П р од о л ж е н и е  Та бл и ц ы  2
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Анаэробная деструкция ТНТ

Особое внимание исследователей привлекает 
анаэробная трансформация нитроароматических 
веществ. Восстановление нитрогрупп до нитроз-
опроизводных, гидроксиламинов или аминов пу-
тем последовательного добавления пар электро-
нов, донорами которых являются косубстраты, 
катализируется нитроредуктазами. Деградация 
большинства полинитроароматических соедине-
ний возможна только в анаэробных условиях [12].

Первым этапом анаэробного восстановления 
ТНТ является образование 4-амино-2,6-динитро-
толуола и 2-амино-4,6-динитротолуола, которые в 
дальнейшем могут восстанавливаться до 2,4-ди-
амино-6-нитротолуола. Затем в среде появляется 
нитробензойная кислота, за которой следуют ци-
клогексанол, 2-метилпентановая кислота, бутират 
и уксусная кислота [45].

Интермедиаты разложения ТНТ, в частности, 
2,4-динитротолуол, могут подвергаться анаэроб-
ной деградации. Так, штамм Shewanella marisfla-
vi EP1 трансформирует это соединение в 2,4-ди-
аминотолуол через промежуточные соединения 

2-амино-4-нитротолуол и 4-амино-2-нитротолуол 
при рН 7–9 в широком диапазоне температур и 
при содержании NaCl в среде 2–8%. J. Huang с со-
авт. предполагают, что в процесс транспорта элек-
тронов при восстановлении 2,4-динитротолуола 
вовлечены дегидрогеназа, менахинон, цитохромы 
и флавины [46].

Штамм Pseudomonas sp. JLR11 может исполь-
зовать ТНТ как единственный источник азота. 
У растущих в присутствии ТНТ клеток наблюда-
лась ТНТ-зависимая транслокация протонов, свя-
занная с восстановлением этого соединения до 
аминонитротолуолов. Синтез ATP в мембранной 
фракции может быть сопряжен с окислением мо-
лекулярного водорода и восстановлением ТНТ 
[45]. Штаммы сульфатредуцирующих бактерий 
Desulfovibrio sp., таких как D. vulgaris, D. gigas, 
D. desulfuricans, а также Desulfibacterium indoli-
cum способны, как и псевдомонады, использовать 
ТНТ в качестве источника азота [47].

Примеры анаэробной деградации ТНТ микро-
организмами суммированы в табл. 3. Обобщенная 
схема метаболизма ТНТ у микроорганизмов пред-
ставлена на рис. 3.

Та бл и ц а  3
Анаэробная трансформация ТНТ микроорганизмами
Anaerobic TNT transformation by microorganisms

Микроорганизм Метаболический путь Источник
Bacillus mycoides
(аэробные бактерии в анаэробных 
условиях) 

Образование 4-амино-2,6-динитротолуола и 
6-амино-2,4-динитротолуола

[53]

Clostridium acetobutylicum Частичное восстановление (посредством перегруппировки 
Бамбергера) до интермедиатов гидроксиламина; клеточный 
экстракт продуцирует диаминотолуолы 

[12]

Desulfovibrio sp. ТНТ используется как источник азота, 100%-ная 
биотрансформация посредством удаления аминогрупп  
из кольца (восстановительное дезаминирование) 

Klebsiella sp.C1 Восстановление до гидроксиламинодинитротолуолов, 
аминодинитротолуолов и до нитрита через денитрификацию 

Methylobacterium sp. BJ001 Восстановление до аминодинитротолуолов 
Консорциум сульфатредукторов  
и метаногенов 

ТНТ используется как источника азота

C. bifermentans CYS-1 Деградация ТНТ до алифатических полярных соединений 
через 4-аминодинитротолуол и 2,4-диаминонитротолуол 

[59]

C. paterianum, C. sardelii, 
Escherichia coli, Lactobacillus sp.  
и Veillonella alkalescens

Восстановление ТНТ до триаминотолуола 

Methanococcus sp. Восстановление ТНТ до диаминонитротолуола 
Pseudomonas sp. JLR 11 (аэробные 
бактерии в анаэробных условиях)

Минерализация путем формирования 2,4,6-тринитробензаль-
дегида, 2-нитро-4-гидроксибензойной кислоты, 4-гидрокси-
бензальдегида, 4-гидроксибензойной кислоты 

[54]

Микробиота бычьего рубца Восстановление до 2-гидроксиламино-4,6-динитротолуола [60]
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Рис. 3. Суммарная схема метаболизма 2,4,6-ТНТ у микроорганизмов [38, 41]

Fig. 3. General scheme of 2,4,6-TNT metabolism in microorganisms [38, 41]
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Распространенность некультивируемых бак-
терий, разрушающих ТНТ, изучают путем вне-
сения 15N- и 13C-меченного контаминанта в за-
грязненные природные среды, инкубации и 
экстракции ДНК из биологических образцов с по-
следующей идентификацией культур, утилизиру-
ющих ТНТ как источник углерода и азота, мето-
дом анализа гена 16S рРНК [9]. Тем не менее, для 
процессов биоремедиации более интересны куль-
тивируемые микроорганизмы, биомасса которых 
может использоваться для биоаугментации.

Перспективными для изучения распростране-
ния генов, кодирующих ферменты деструкции ни-
троароматических соединений, представляются 
также метагеномные исследования. Метагеномный 
анализ почв, загрязненных ароматическими угле-
водородами, было предложено производить путем 
сочетания фенотипического скрининга, известного 
как субстрат-индуцированная генная экспрессия 
(SIGEX), и полнометагеномного секвенирования. 
Метод SIGEX основан на транскрипционной акти-
вации репортерного гена зеленого флуоресцентно-
го белка в ответ на индуцирующее вещество и по-
следующей флуоресценции клеток, используемой 
для выделения отдельных индуцибельных клонов 
из метагеномной библиотеки ДНК. Исследования 
проводили на образцах почв, загрязненных взры-
вчатыми веществами, а в качестве индуктора для 
SIGEX использовали паракват [48].

Сочетание фундаментальных подходов к изу-
чению ТНТ-деградирующих микроорганизмов и 
разработка способов биологической очистки за-
грязненных вод и почв позволит более интенсив-
но восстанавливать природные среды и предот-
вращать их дальнейшее загрязнение этим устой-
чивым токсикантом (рис. 4).

Таким образом, можно выделить несколько 
перспективных подходов к биодеградации ТНТ 
в окружающей среде. Во-первых, это биоаугмен-
тация и конструирование консорциумов микро-
организмов для минерализации ТНТ. Во-вторых, 
стимулирование автохтонной анаэробной микро-
флоры загрязненных природных сред внесением 
косубстратов и доноров электронов. В-третьих, 
применение подходов фиторемедиации. В-четвер-
тых, использование иммобилизованных микроор-
ганизмов с биодеградационной активностью по 
отношению к этому веществу и конструирование 
на их основе биофильтров и реакторов для очист-
ки водных сред. В-пятых, применение превентив-
ных мер, таких как внесение спор или лиофили-
затов микроорганизмов-деструкторов непосред-
ственно в ТНТ-содержащие продукты.

Биодеградация ТНТ различными бактерия-
ми в природной среде происходит двумя основ-
ными путями: 1) восстановлением нитрогрупп 
ТНТ до гидроксиламино- и(или) аминогрупп и 
2) восстановлением ароматического кольца ТНТ 
до комплексов Мейзенгеймера с выделением ни-
трита. Ряд бактериальных штаммов способен ис-
пользовать ТНТ как единственный источник азо-
та; известны также единичные случаи использо-
вания ТНТ как единственного источника и азота, 
и углерода, что приводит к утилизации этого суб-
страта без выделения токсичных промежуточ-
ных продуктов.

Нитроредуктазы широко распространены в 
микробном мире, а метаболиты нитроредуктаз-
ного пути деградации ТНТ являются канцероге-
нами и мутагенами. Полная минерализация ТНТ 
остается пока труднодостижимой целью; пробле-
ма может быть решена путем создания микроб-
ных консорциумов и селекции соответствующих 
микроорганизмов, а также привлечения мето-
дов метагеномного анализа и белковой инжене-
рии. Тем не менее, полномасштабный биотехно-
логический подход, основанный на стимуляции 

Метагеномный анализ 
Генные зонды 

Выделение микроорганизмов

Разработка способов 
биоремедиации

Поиск штаммов микроорганизмов, 
содержащих ферменты 

биодеструкции ТНТ

Изучение механизмов трансформации 
ТНТ микроорганизмами

Создание трансгенных организмов

Рис. 4. Фундаментальные подходы к проблеме био-
ремедиации сред, загрязненных ТНТ

Fig. 4. Basic approaches to bioremediation of TNT-pol-
luted environment
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нитроредуктаз и фиторемедиации, показал, что 
ТНТ может эффективно удаляться из окружаю-
щей среды путем перевода токсичных интермеди-
атов в немобильную фазу.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
РФФИ и Пермского края в рамках научного про-
екта № 16-44-590359.
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Abstract–The review considers strategies for biodegradation of a dangerous pollutant of the environment, 
explosive 2,4,6-trinitrotoluene. The features of the metabolism of this compound in microorganisms under 
aerobic and anaerobic conditions and the main enzymes involved in the transformation are described. The 
key classes of enzymes involved in the conversion of trinitrotoluene are nitroderductases, and enzymes of 
the family of flavoproteins (oxidase, hydrogenase, and peroxidase) can also participate in the degradation. 
Several approaches to the biodegradation of trinitrotoluene have been singled out and discussed: 
bioaugmentation of the biomass of TNT strain destructors and consortia of microorganisms that biodegrade 
this compound; stimulation of autochthonous microflora of polluted environment by introducing additional 
substrates for the growth of microorganisms and electron donors for the reduction of the trinitrotoluene 
molecule; biodegradation of this pollutant by immobilized microbial cells in bioreactors and biofilters; 
phytoremediation and the application of preventive measures, consisting of the introduction of spores and 
freeze-dried bacteria with the biodegrading activity in a mixture containing nitroaromatic compounds.

Key words: trinitrotoluene, microorganisms, biodegradation, nitroreductases, bioaugmentation, stimulation 
of autochthonous microflora, immobilized cells, phytoremediation.

Acknowledgements–The reported study was funded by the Russian Foundation for Basic Research 
(RFBR) and Perm Region according to the Research Project 16-44-590359.

doi: 10.21519/0234-2758-2018-34-1-9-23


