
115Биотехнология  2020  Т. 36  № 6

ISSN 0234-2758  Биотехнология, 2020, Т. 36, № 6, С. 115–126

УДК 628.316.6 628.316.13 628.168.2

А н т и м и к р о б н ы е  с во й с т ва � �б и о ц и д а � н а  о с н о ве  ч е т ве рт и ч н ы х 
а м м о н и й н ы х  с о ед и н е н и й  и   п ол и ге кс а м е т и л е н г уа н и д и н а 
и   п от е н ц и а л ь н ы е  с п о с о б ы  е го  д е з а кт и ва ц и и

© 2020	 Ю.В. ЛИТТИ1*, Д.В. СЕРДЮКОВ1, О.В. КАНУННИКОВ2, В.А. АКСЕЛЬРОД2, 
Н.Г. ЛОЙКО1

1 � Институт микробиологии им. С.Н. Виноградского, Федеральный исследовательский центр 
«Фундаментальные основы биотехнологии» Российской академии наук (ИНМИ РАН), Москва, 119071

2 � ООО «ЭКОТОЛ СЕРВИС» Москва, 105005

*e-mail: litty-yuriy@mail.ru

Поступила в редакцию	 21.05.2020 г.
После доработки	 25.06.2020 г.
Принята к публикации	 15.11.2020 г.

Биоцидные средства (БС) широко применяются в экологически чистых туалетных комплексах (ЭЧТК) 
пассажирских вагонов для подавления микробной жизнедеятельности в фекальных отходах (ФО). 
Последующая утилизация ФО, содержащих БС, в муниципальных очистных сооружениях негативно 
сказывается на их работе вследствие гибели активного ила. В работе исследовали антимикробные 
свойства БС на основе четвертичных аммониевых соединений (ЧАС) и полигексаметиленгуанидина 
(ПГМГ), и способы его нейтрализации. Подтверждено, что БС на основе ЧАС и ПГМГ оказывает 
противомикробное действие на  разные группы бактерий, уменьшая их  численность в  10–
100 и более раз. Было обнаружено, что в состав ФО входят две группы микроорганизмов с разной 
чувствительностью к БС. Исследованы способы дезактивации антимикробного действия БС в ФО, 
включающие: 1) использование дезактивирующего агента (ДА); 2) применение инкубации 
с  термофильно сброженным осадком сточных вод  — источником метаногенного сообщества 
микроорганизмов; 3) химическую дезактивация путем закисления или защелачивания. Показано, 
что способ дезактивации БС в ФО с помощью термофильного метаногенного сбраживания (ТМС) 
с предварительной обработкой ФО сильной кислотой является наиболее предпочтительным.
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активность, четвертичные аммониевые соединения, полигексаметиленгуанидин, дезактиватор, 
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«Биоцид»  — общий термин, описывающий 
химический агент широкого спектра действия, 
инактивирующий микроорганизмы в низких кон-
центрациях [1, 2]. Если применение биоцида спо-
собствует ингибированию роста, то  в  зависимо-
сти от объекта воздействия его эффект называют: 
бактериостатическим, фунгистатическим, спо-
ростатическим и т. д. Если же речь идет об унич-
тожении целевого организма, то  действие био-
цида называется бактерицидным, спорицидным, 

вирулицидным и  т. д.  [3,  4]. В  настоящее вре-
мя известно большое число биоцидных веществ, 
имеющих различное химическое строение [2, 5]. 
На протяжении десятилетий они применяются че-
ловеком в дезинфицирующих составах, космети-
ческих средствах, консервантах, пестицидах, ан-
тисептиках, биодизелях и др. [1, 6–8].

Широкое применение биоциды получи-
ли в  составе дезодорирующих средств, направ-
ленных на  предотвращение биоразложения 

Список сокращений: БС — биоцидное средство, ЭЧТК — экологически чистый туалетный комплекс, ФО — фекальные от-
ходы, ЧАС — четвертичные аммониевые соединения, ПГМГ — полигексаметиленгуанидин, ПАВ — поверхностно-активное 
вещество, БПК — биохимическое потребление кислорода, ММС — метаногенное микробное сообщество, ДА — дезактиви-
рующий агент, ТМС — термофильное метаногенное сбраживание.
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фекальных отходов (ФО) и  устранения неприят-
ного запаха в  «биотуалетах», вакуумных туале-
тах самолетов [9, 10] и экологически чистых туа-
летных комплексах (ЭЧТК) на пассажирском же-
лезнодорожном транспорте  [11]. В  большинстве 
случаев в  этих средствах используются четвер-
тичные аммониевые соединения (ЧАС) и  произ-
водные гуанидина (например, полигексаметилен-
гуанидин (ПГМГ)), которые подавляют актив-
ность и/или вызывают гибель микроорганизмов 
и гельминтов [12, 13].

Известно, что ЧАС и ПГМГ относятся к ка-
тионным поверхностно-активным веществам 
(ПАВ), обладающим повышенной способно-
стью к  адсорбции на  различных поверхностях, 
чем и  обусловлена их  высокая антимикробная 
активность. Связываясь с клеточной стенкой ми-
кроорганизмов, эти ПАВ вызывают её деформа-
цию, что приводит к  инактивации или гибели 
микробных клеток [14, 15]. В разных исследова-
ниях было показано, что в  концентрациях свы-
ше 2 мг/л ЧАС подавляют процессы нитрифика-
ции [16]; свыше 10 мг/л — процессы биохимиче-
ского потребления кислорода (БПК)  [17]; а  при 
концентрациях свыше 50 мг/л ингибируют дени-
трификацию [14, 18]. ПГМГ также обладает вы-
раженной способностью ингибировать процессы 
БПК и негативно влиять на работу активного ила 
очистных сооружений [19].

Основным способом утилизации ФО, со-
держащих биоциды, является их  сброс в  ка-
нализацию для дальнейшей очистки. Помимо 

негативного влияния на состояние активного ила 
очистных сооружений, это представляет собой 
дополнительный риск для общественного здраво-
охранения, так как может способствовать селек-
ции патогенов, не  восприимчивых к  основным 
имеющимся противомикробным препаратам [20–
22]. Однако, в настоящее время исследований, на-
правленных на  изучение токсического действия 
такого типа биоцидов, применяемых для биокон-
сервации ФО, и особенно на разработку способов 
их нейтрализации практически не проводится.

Целью данной работы стало исследование 
антимикробных свойств биоцидного средства 
на основе ЧАС и ПГМГ, применяемого для кон-
сервации фекальных отходов ЭЧТК пассажир-
ских вагонов, а  также разработка способов его 
дезактивации.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Объекты исследования.
В  работе использовали биоцидное средство 

(БС) «Латрина» производства ООО «Рейл Кеми-
кал» (Россия), широко используемое в ЭЧТК под-
вижного состава АО «Федеральная Пассажирская 
компания» и  ОАО «РЖД» для консервации ФО. 
В состав БС входили ЧАС, ПГМГ, ПАВ, отдуш-
ка, вода. Расход БС  «Латрина» в  ЭЧТК состав-
ляет 0,7  л  на  1000  л  жидких ФО  (концентрация 
БС в ФО составляет 0,07%).

Жидкие ФО (с БС и без) были отобраны в на-
чале июня 2019 года из ЭЧТК железнодорожных 

Та бл и ц а  1
Характеристика ФО
Characteristics of faecal sludge (FS)

Наименование параметра Ед. измерения Значение
рН — 9,6

Взвешенные вещества мг/л 3150
БПК5 мг О2/л 9750
ХПК мг О2/л 14520

Фосфаты мг/л 88,2
Азот общий мг/л 581

Аммоний мг/л 491
Кадмий мг/л 0,008

Медь мг/л 0,083
Никель мг/л 0,035

Хром общий мг/л 0,018
Цинк мг/л 0,361
Ртуть мг/л <0,0001

Нефтепродукты мг/л 8,4
СПАВ анионогенные мг/л 0,110
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поездов Октябрьской железной дороги. Характе-
ристика ФО приведена в табл. 1 (данные любез-
но предоставлены испытательной лабораторией 
ООО «НПЦ «Промэнерго»).

В качестве источника метаногенного микроб-
ного сообщества (ММС) использовали термо-
фильно сброженный осадок сточных вод Любе-
рецких очистных сооружений.

Антимикробное действие БС  на  разные 
группы микроорганизмов. Антимикробное дей-
ствие БС  изучали с  использованием следующих 
штаммов микроорганизмов из коллекции ИНМИ 
РАН: грамотрицательных бактерий Pseudomonas 
aeruginosa 4,8, Escherichia coli 4S; грампо-
ложительных неспорообразующих бактерий 
Micrococcus luteus NCIMB 13267, Staphylococcus 
aureus 209P; грамположительных спорообразую-
щих бактерий Bacillus cereus 504; Bacillus subtilis 
720; дрожжей Yarrowia lipolytica 367–2.

Бактерии выращивали на  среде Luria-
Bertani ((LB); Broth, Miller, VWR Life Science, 
USA). Культивирование осуществляли в  колбах 
на 250 мл с 50 мл питательной среды при переме-
шивании на  орбитальной качалке (120  об./мин) 
и  температуре 28  оС. Инокулят  — культуру на-
чала стационарной фазы, вносили в  количестве 
0,25 мл на 50 мл среды (0,5% об.). Предваритель-
но проводили стандартизацию культур микро-
организмов. Для получения экспоненциальных 
клеток культивирование осуществляли в течение 
6–8  ч, получая титр клеток (5,0±0,4)∙108  в  мл. 
Для получения стационарных клеток культиви-
рование осуществляли в течение 24–48 ч, полу-
чая титр клеток (2±0,3)∙109 в мл. Перед исполь-
зованием клетки дважды отмывали от среды ро-
ста физраствором (0,9% NaCl).

Анаэробное культивирование E. coli 4S 
проводили в  стеклянных флаконах объемом 
265 мл с 160 мл среды LB. Инокулят — культуру 
начала стационарной фазы, вносили в количестве 
0,5% об. После внесения компонентов газовую 
фазу тщательно продували азотом, флаконы гер-
метично закрывали резиновыми пробками. Фла-
коны инкубировали при температуре 28 оС без пе-
ремешивания в течение 48 ч.

В клеточные популяции перечисленных выше 
микроорганизмов вносили БС  до  конечной кон-
центрации 0,07% (соответствует концентрации 
БС, используемой для консервации ФО в ЭЧТК) 
и 0,14%. После 15 мин и 1 ч инкубации реакцию 
останавливали, трижды отмывая клетки физрас-
твором. Далее аликвоты отмытых от  БС  куль-
тур рассевали на агаризованную среду LB (с 2%-
ным агар-агаром). Подсчитывали количество вы-
росших колоний и  оценивали изменение титра 

жизнеспособных бактерий, по  сравнению с  кон-
трольной популяцией (без внесения БС).

Исследование численности аэробных ми-
кроорганизмов в ФО. Аликвоты ФО после соот-
ветствующего разведения высевались на  агаризо-
ванные среды: 1) LB (с 2%-ным агар-агаром); и 2) 
Reinforced clostridial medium ((RCM); Merck, USA)

Посевы инкубировали при температуре 
28 оС в течение 3 сут. Через 1 и 3 сут подсчитыва-
ли количество выросших колоний в соответству-
ющих разведениях и рассчитывали титр микроор-
ганизмов в исходном ФО.

Применение дезактивирующего раство-
ра (ДА) для нейтрализации БС в ФО. В рабо-
те использовали дезактивирующий раствор (ДА) 
следующего состава: Твин-80 — 10%; сапонин — 
10%; гистидин — 0,3%; цистеин — 0,3%; вода ди-
стиллированная до 100%. ДА стерилизовали в ав-
токлаве при 0,5 атм в течение 30 мин.

Проведение экспериментов с  аэробной ча-
стью микробной популяции ФО.

ДА  вносили в  ФО  до  конечной концентра-
ции 7  и  30%. После 15, 30  мин и  2  сут инку-
бации определяли количество живых микро-
организмов в  образцах методом подсчёта ко-
лониеобразующих единиц (КОЕ) после высева 
на  агаризованные среды LB. Далее оценивали 
изменение титра микроорганизмов, в  опытных 
образцах по  сравнению с  контрольным образ-
цом ФО без внесения ДА.

Проведение экспериментов с  анаэробной ча-
стью микробной популяции ФО.

В стеклянные флаконы объемом 265 мл вно-
сили 150 мл ФО. рН ФО снижали с 9,4 до 7,0 до-
бавлением концентрированной HCL. В  опытных 
вариантах в ФО добавляли ДА до конечной кон-
центрации 7 и 30%. После внесения компонентов 
газовую фазу тщательно продували азотом, флако-
ны герметично закрывали резиновыми пробками. 
Резиновые пробки протыкали толстой медицин-
ской иглой сквозь ребро жесткости, к основанию 
иглы присоединяли 0,5  л  мешок с  металлизиро-
ванной поверхностью (E-Switch, Китай) для сбо-
ра образующегося биогаза. Флаконы инкубирова-
ли при температуре 28 оС. Перемешивание осу-
ществляли вручную 1  раз в  сут. Периодически 
измеряли количество образовавшегося биогаза.

Измерение объема образующегося биогаза 
осуществляли с использованием шприца объемом 
50 мл. Наконечник шприца присоединяли к клапа-
ну мешка с помощью силиконовой трубки. Биогаз 
эвакуировали из мешка путем вытягивания плун-
жера из цилиндра шприца. Объем эвакуированного 
газа соответствовал положению основания плун-
жера на шкале, нанесенной на цилиндр шприца.
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Применение термофильно сброженно-
го осадка сточных вод для нейтрализации 
БС в ФО.

В стеклянные флаконы объемом 265 мл вно-
сили 80 мл ФО. рН ФО снижали с 9,4 до 7,0 до-
бавлением концентрированной HCL. В  опытных 
вариантах в  ФО  добавляли 40  мл  термофильно 
сброженного осадка сточных вод  — источни-
ка метаногенного микробного сообщества. В од-
ном из опытных вариантов в смесь компонентов 
добавляли ДА  до  конечной концентрации 7%. 
В  контрольных вариантах во  флаконы вносили 
только 40 мл осадка.

После внесения компонентов газовую фазу 
тщательно продували азотом, флаконы герме-
тично закрывали резиновыми пробками. Рези-
новые пробки протыкали толстой медицинской 
иглой сквозь ребро жесткости, к  основанию 
иглы присоединяли 0,5 л мешок с металлизиро-
ванной поверхностью (E-Switch) для сбора об-
разующегося биогаза. Флаконы инкубировали 
в термофильных (55 оС) условиях. Перемешива-
ние осуществляли вручную 1 раз в сут. Перио-
дически измеряли количество образовавшегося 
биогаза, а также содержание в нем метана мето-
дом газо-жидкостной хроматографии (Кристалл 
5000.2, «Хроматэк», Россия).

Обработка ФО  концентрированным рас-
твором кислоты.

В стеклянные флаконы объемом 265 мл вно-
сили 80 мл ФО. рН ФО снижали с 9,4 до 4,5 вне-
сением концентрированной (37%) HCL. После ин-
кубирования ФО в течение сут, рН ФО доводили 
до 7,0 путем добавления 20% NaOH.

Обработка ФО  концентрированным рас-
твором щелочи.

В стеклянные флаконы объемом 265 мл вноси-
ли 80 мл ФО. рН ФО повышали с 9,4 до 13,5 вне-
сением 20% NaOH. После инкубирования ФО в те-
чение сут рН ФО доводили до 7,0 с помощью кон-
центрированной (37%) HCL.

Применение термофильно сброженно-
го осадка сточных вод для исследования де-
зактивации БС в экспериментах с обработкой 
ФО сильной кислотой и щелочью.

После обработки ФО  сильной кислотой или 
щелочью и  восстановления рН  раствора до  ней-
тральных значений в опытные варианты добавляли 
40  мл  термофильно сброженного осадка сточных 
вод. Газовую смесь тщательно продували азотом, 
флаконы герметично закрывали и  инкубировали 
в  термофильных (55  оС) условиях, перемешивая 
вручную раз в сут. Периодически измеряли коли-
чество образовавшегося биогаза, а также содержа-
ние в нем метана методом как описано выше.

Статистическая обработка данных.
Все эксперименты проводили в  трёхкрат-

ной повторности. Для обработки результатов ис-
пользовали стандартные математические методы 
(t-тест Стьюдента и  расчет среднеквадратично-
го отклонения). Группу данных считали одно-
родной, если среднеквадратичные отклонения 
σ не превышали 10%. Различия между группами 
данных считали достоверными при критерии ве-
роятности p > 0,95.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Антимикробное действие БС в отношении 
различных групп микроорганизмов

Исследование антимикробного действия био-
цидного средства проводили на разных, наиболее 
часто встречающихся в  природных экосистемах, 
а также в ФО группах микроорганизмов, подвер-
гая их популяции воздействию БС.

Оказалось, что БС по-разному влияет на раз-
ные группы микроорганизмов (табл. 2).

Наиболее чувствительны к его действию были 
грамположительные бактерии как спорообразу-
ющие, так и  не  спорообразующие, численность 
которых уменьшалась в  25–1000  раз даже при 
15 мин воздействии меньшей (0,07%) концентра-
ции. В  случае грамположительной бактерии S. 
aureus при добавлении к  культуре стационарной 
фазы БС в концентрации 0,14% уже через 15 мин 
наблюдалось полное подавление роста. Клет-
ки грамотрицательных бактерий P. aeruginosa 
и E. coli, а  также эукариотические клетки дрож-
жей Y. lipolytica были намного менее чувствитель-
ны к воздействию БС. Самой устойчивой к дей-
ствию биоцида в нашем исследовании оказалась 
бактерия P. aeruginosa, численность жизнеспо-
собных клеток которой даже в экспоненциальной 
фазе роста при часовом воздействии БС в концен-
трации 0,14% снижалась менее чем на  порядок, 
а в стационарной — чуть более, чем в 3 раза. По-
лученные данные хорошо согласуются с  иссле-
дованиями японских учёных, выделивших из ак-
тивного ила очистных сооружений устойчивые 
к  действию ЧАС изоляты Pseudomonas и  пока-
завших способность одного из них, Pseudomonas 
fluorescens TN4, ассимилировать ЧАС посред-
ством процесса N-деалкилирования [17].

Следует отметить, что в  режиме анаэробного 
роста бактериальная популяция E. coli становилась 
более чувствительна к воздействию БС. Это может 
свидетельствовать о  более сильном антимикроб-
ном действии БС на анаэробную микробиоту ФО.

Таким образом, исследование антимикроб-
ного действия БС в отношении различных групп 
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микроорганизмов, выявившее их разную чувстви-
тельность к  биоциду, дает основание предполо-
жить наличие в законсервированных с помощью 
БС  ФО  разных по  потенциалу к  возобновлению 
роста групп микроорганизмов.

Влияние БС на микробную популяцию ФО
Титр жизнеспособных микроорганизмов 

в ФО, законсервированных с помощью БС и без 
него, исследовали методом подсчета КОЕ при 
рассеве на плотные среды LB и RСM (табл. 3).

Та бл и ц а  2
Антимикробное действие БС на клетки различных групп микроорганизмов
Antimicrobial action of a biocidal agent (BA) on various groups of microorganisms

Микроорганизм Фаза роста
Титр жизнеспособных микроорганизмов, клеток/мл,

(в % от контрольных значений)
контроль 15 мин возд. БС 1 ч возд. БС

концентрация БС 0,07%

Ps. aeruginosa 4.8.ч1 эксп (4,9±0,2)∙109

(100)
(3,8.±0,2)∙109

(77,5)
(1,3±0,1)∙108

(26,5)

Ps. aeruginosa 4.8.1 стац (1,1±0,3)∙1010

(100)
(9,9 ± 0,4)∙109

(90,0)
(9,0±0,3)∙109

(81,8)
E. coli шт. 4S

эксп. фаза роста эксп (1,3±0,1)∙109

(100)
(1,7±0,3)∙108

(13.0)
(4,1±0,1)∙107

(3,2)

E. coli шт. 4S стац (5,7±0.3)∙109

(100)
(3,2 ± 0,2)∙109

(56.1)
(8,5±0,5)∙108

(14,9)
E. coli шт. 4S

анаэробные усл. стац (4,1±0,2)∙109

(100)
(6,0 ± 0,4)∙107

(14.6)
(2,5±0,2)∙107

(6,1)

M. luteus стац (2,1±0,2)∙109

(100)
(5,1±0,1)∙107

(2,4)
(1,4±0,1)∙107

(0,7)

St.aureus шт. 209P; стац (1,1±0,2)∙109

(100)
(4,3±0,3)∙107

(3,9)
(8,5±0,2)∙106

(0,8)

B. cereus шт. 504; стац (3,3±0,3)∙108

(100)
(1,6±0,1)∙106

(0,5)
(4,7±0,1)∙105

(0,1)

B. subtilis шт. Р-800 стац (2,7±0,1)∙109

(100)
(9,3 ± 0,1)∙107

(3,4)
(6,5±0,5)∙106

(0,24)

Y. lipolytica 367-2 стац (5,6±0,3)∙108

(100)
(3,3 ± 0,1)∙108

(58,9)
(5,2±0,4)∙107

(9,2)
концентрация БС 0,14%

Ps. aeruginosa 4.8.1 эксп (4,9±0,2)∙109

(100)
(1,8±0,1)∙109

(36,7)
(6,3±0,4)∙108

(12,9)

Ps. aeruginosa 4.8.1 стац (1,1±0,3)∙1010

(100)
(7,2 ± 0,2)∙109

(65,5)
(3,1±0,5)∙109

(28,2)

E. coli шт. 4S эксп (1,3±0,1)∙109

(100)
(1,2±0,2)∙107

(0,9)
(1,1±0.1)∙106

(0,08)

E. coli шт. 4S стац (5,7±0,3)∙109

(100)
(2,9 ± 0,2)∙108

(10,3)
(8,7±0,5)∙107

(1,5)
E. coli шт. 4S  

анаэробные усл. стац (4,1±0,2)∙109

(100)
(9,2 ± 0,4)∙107

(2,2)
(5,5±0,5)∙106

(0,13)

M. luteus стац (2,1±0,2)∙109

(100)
(6,7±0,3)∙106

(0,3)
(4,3±0,2)∙104

(0,002)

St.aureus шт. 209P; стац (1,1±0,2)∙109

(100)
0

(0)
0

(0)

B. cereus шт. 504; стац (3,3±0,3)∙108

(100)
(2,7±0,2)∙104

(0,8)
(2,6±0,1)∙103

(0,08)

B. subtilis шт. Р-800. стац (2,7±0,1)∙109

(100)
(2,3 ± 0,1)∙107

(0,9)
(8,1±0,5)∙105

(0,003)
Y. lipolytica
367-2 стац (5,6±0,3)∙108

(100)
(1,3 ± 0,1)∙108

(23,2)
(9,2±0,4)∙106

(1,6)
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Таким образом учитывали количество аэроб-
ных и факультативно анаэробных микроорганиз-
мов, способных образовывать колонии на  этих 
богатых агаризованных средах. Через сут титр 
клеток, выявляемых в ФО без БС был в пять раз 
выше, чем в законсервированных биоцидом.

Через 3 сут инкубирования в обоих вариантах 
выявлялась вторая группа микроорганизмов, бо-
лее многочисленная, дающая на  агаризованных 
средах LB и RCM мелкие колонии (рис. 1). Титр 
клеток при этом в обоих вариантах ФО практиче-
ски совпадал. Более богатый состав среды RCM 
(включающий, в  том числе глюкозу и  цистеин) 
позволял выявить большее число микроорганиз-
мов в обеих группах.

В результате экспериментов установлено, что 
БС, используемое для консервации ФО в концен-
трациях 0,07%, ингибирует рост быстрорастущих 
микроорганизмов, что, по-видимому, можно отне-
сти к  бактериостатическому эффекту. Вероятно, 
большая часть БС адсорбируется на поверхности 
частиц ФО, тем самым снижая его эффективные 
концентрации в среде [14, 15]. Этим объясняется 

то, что при одинаковых исходных концентраци-
ях БС  его антимикробное действие на  суспен-
зию клеток (см. предыдущий раздел) значитель-
но выше, чем на  микроорганизмы в  ФО, содер-
жащем большое количество взвешенных веществ 
(табл. 1). После пересева на новую среду (без БС) 
большая часть микробной популяции ФО возоб-
новляет свой рост.

Так как для экологически чистой утилизации 
ФО  необходимо разрушить содержащееся в  нем 
БС  или значительно снизить его антимикробное 
воздействие, то  следующая часть работы была 
посвящена разработке способов нейтрализации 
БС в ФО.

Нейтрализация БС с помощью 
дезактивирующего раствора

Основным способом утилизации ФО туалетов 
пассажирских вагонов является их сдача на очист-
ные сооружения. Однако, наличие в  них БС  мо-
жет привести к серьезному ущербу для активно-
го ила, особенно на локальных очистных соору-
жениях в  относительно небольших населенных 

Та бл и ц а  3
Влияние БС на титр жизнеспособных микроорганизмов в ФО
The effect of a biocidal agent (BA) on the titer of viable microorganisms in faecal sludge (FS)

Вариант
Титр жизнеспособных микроорганизмов, клеток/мл

на среде LB на среде RCM
через 1 сут через 3 сут через 1 сут через 3 сут

ФО без БС (1,9±0,1)∙107 (1,4±0,2)∙108 (2,3±0,1)∙107 (2,0±0,2)∙108

ФО с БС (3,6±0,3)∙106 (1,2 ± 0,2)∙108 (4,8±0,3)∙106 (1,7 ± 0,2)∙108

Колонии микроорганизмов 
2 группы

Колонии микроорганизмов 
1 группы

Рис. 1. Вид колоний микроорганизмов, выросших после рассева ФО на агаризованную среду LB.

Fig. 1. Appearance of colonies of microorganisms after plating faecal sludge (FS) onto an LB agar medium.
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пунктах, где степень разбавления ФО, способная 
снизить действующую концентрацию БС, незна-
чительна. Возникает необходимость разработки 
способов нейтрализации токсического действия 
БС перед утилизацией.

Одним из наиболее эффективных и экономи-
чески выгодных способов дезактивации биоцид-
ных соединений является применение веществ, 
способных нейтрализовать их  действие  [23,  24]. 
В  ряде патентных исследований для нейтрали-
зации подобных соединений предложено при-
менять дезактивирующий раствор (ДА), ком-
понентами которого являются Твин-80, са-
понин, гистидин и  цистеин в  концентрациях 
от 5 до 50 об.% [25, 26].

Приготовленный ДА вносили в ФО так, чтобы 
его конечная концентрация составляла 7 или 30%. 
После инкубации в  течение 15, 30  мин и  2  сут 
производили подсчет количества живых микро-
организмов (определяя число КОЕ). Оказалось, 
что ДА увеличивал титр микроорганизмов, даю-
щих колонии на агаризованной среде, как в пер-
вой быстрорастущей группе микроорганизмов, 
так и во второй группе, дающей колонии только 
через 3 сут (табл. 4).

При этом эффект был прямо пропорциона-
лен как концентрации вносимого ДА, так и вре-
мени его инкубации с ФО. Внесение 7% ДА по-
зволяло добиться увеличения титра клеток 
до  уровня 1,8∙108, что практически совпада-
ло с  титром клеток в  ФО, не  законсервирован-
ных БС. Тогда как при инкубации с высокой до-
зой ДА  (30%), титр быстрорастущих микро-
организмов, выявляемый подсчетом КОЕ, уже 
через сут составлял 2,0∙109 клеток/мл, что на по-
рядок выше микробного титра в образце ФО без 
БС. Следовательно, в  этих условиях произошла 

не только нейтрализация БС, но и активация ро-
ста микроорганизмов.

В параллельно поставленных экспериментах, 
позволяющих учесть активность анаэробных ми-
кроорганизмов, влияние ДА оценивали по увели-
чению выхода биогаза в процессе 30 сут инкуба-
ции при температуре 28  оС. Было показано, что 
в опытных вариантах с добавлением к законсер-
вированным ФО ДА выход биогаза был в 5–7 раз 
выше, чем в  контрольном (без ДА) (рис.2), что 
подтверждает высокую эффективность предло-
женного метода дезактивации биоцида. Причем, 
достаточно высокий выход биогаза достигался 
уже при добавлении ДА в концентрации 7%, что 
позволяет в  дальнейших экспериментах исполь-
зовать эту концентрацию ДА.

Та бл и ц а  4
Влияние ДА на титр жизнеспособных микроорганизмов в ФО с БС
Англ название Effect of a deactivating agent (DA) on the titer of viable microorganisms in faecal sludge (FS) 
containing biocidal agent

Время инкубации 
ДА с ФО

Титр жизнеспособных микроорганизмов, клеток/мл,
(в % от контрольных значений)

30% ДА 7% ДА
Через 1 сут Через 3 сут Через 1 сут Через 3 сут

0 (контроль) (3,6±0,6)∙106

(100)
(1,2 ± 0,3)∙108

(100)
(3,6±0,6)∙106

(100)
(1,2 ± 0,3)∙108

(100)

15 мин (4,6±0,5)∙106

(128)
(1,5±0,2)∙108

(125)
(3,8±0.4)∙106

(106)
(1,4±0,6)∙108

(117)

30 мин (4,9±0,2)∙106

(136)
(2,2±0,3)∙108

(183)
(4,2±0,5)∙106

(116)
(1,7±0.2)∙108

(142)

2 сут (2,0±0,3)∙109

(5,6∙104)
(2,5±0,3)∙109

(208)
(5,1±0,5)∙106

(142)
(1,8±0,1)∙108

(150)
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Рис. 2. Влияние ДА на динамику образования био-
газа в  ФО  в  анаэробных условиях. 1– контроль, 
без внесения ДА; 2  — концентрация ДА  7%; 
3 — ДА 30%.

Fig. 2. Influence of  a  deactivating agent (DA) on  the 
dynamics of  biogas formation in  faecal sludge (FS) 
under anaerobic conditions. 1– control, without adding 
DA; 2 — DA concentration 7%; 3 — DA 30%.
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Нейтрализация БС с помощью термофильно 
сброженного осадка сточных вод

Другим возможным способом, позволяю-
щим снизить токсическое действие БС в ФО для 
их дальнейшей переработки, может являться вне-
сение в  ФО  дополнительного источника микро-
биологического материала, способного нейтрали-
зовать (или ассимилировать) БС. В нашей работе 
решено было использовать с  этой целью термо-
фильно сброженный осадок сточных вод из Лю-
берецких очистных сооружений, являющийся 
источником метаногенного микробного сообще-
ства (ММС), который вносили в ФО в соотноше-
нии 1:2. В одном из вариантов дополнительно до-
бавляли 7% ДА. Процесс вели в анаэробных усло-
виях при температуре 55 оС.

В  составе ММС кроме метаногенов присут-
ствуют ещё три функциональные группы микро-
организмов: гидролитики, бродильщики и  аце-
тогены, что позволяет эффективно проводить 
процессы разложения большого спектра органи-
ческих веществ. Повышение температуры про-
цесса до  50–57  оС  ведет к  увеличению скорости 
биохимических реакций, а, следовательно, сокра-
щению времени разложения органического веще-
ства. Кроме того, есть данные, что присутствие 
ЧАС до 50 мг/л существенно не влияет на сниже-
ние выхода метана при термофильном метаноген-
ном сбраживании (ТМС) пищевых отходов [27].

Внесение термофильно сбраживаемого 
осадка в  ФО  способствовало увеличению вы-
хода биогаза в  10  раз по  сравнению с  кон-
трольной популяцией законсервированных 
ФО, и  в  1,4  раза по  сравнению с  контрольной 

суспензией ММС, инкубируемой в тех же усло-
виях (рис 3а). Таким образом, путем внесения 
метаногенной микробной популяции удалось 
не только нейтрализовать действие БС, но и ак-
тивизировать микробиоту ФО. В  эксперимен-
тах с  дополнительным внесением ДА  выход 
биогаза был значительно выше, а  тенденция 
к увеличению выхода биогаза благодаря ММС 
сохранялась. Фиксируя в  данном эксперимен-
те не  только общий уровень выхода биогаза, 
но и содержание в нем метана, удалось обнару-
жить, что после добавления ММС к ФО акти-
вируются и  метаногенное микробное сообще-
ство (рис. 3b). При этом доля метана в образу-
ющемся биогазе была очень высока — до 80%, 
против обычных (без добавления ММС) 55–
75%. Вероятно, это связано с разложением кар-
бамида, содержащегося в ФО, и последующего 
за этим увеличением щелочности среды, вызы-
вающем дополнительное связывание углекис-
лого газа в жидкой фазе.

В  то  же  время в  опытах с  добавлением 
ДА  концентрация метана в  биогазе была значи-
тельно ниже — около 40%, даже несмотря на то, 
что в  ДА  содержится большое количество био-
разлагаемых органических соединений (Твин 80, 
сапонин). По-видимому, их  присутствие не  бла-
гоприятно для метанобразования, так как содер-
жащиеся в молекуле Твин 80 остатки олеиновой 
кислоты могут прикрепляться к  клеточной мем-
бране, ограничивать массоперенос и  ингибиро-
вать активность ММС [28].

Таким образом, добавление ММС к ФО спо-
собствует увеличению выхода биогаза с  вы-
соким содержанием метана, что указывает 
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Рис. 3. Динамика образования биогаза (а) и метана (b) из ФО при использовании метаногенного микробного сооб-
щества (ММС) в анаэробных условиях. 1 — ФО; 2 — ММС; 3 — ФО + ММС; 4 — ММС + ДА 7%; 5 — ФО + ММС 
+ДА 7%.

Fig. 3. Dynamics of  biogas (a) and methane (b) production from faecal sludge (FS) using the methanogenic microbial 
community (MMC) under anaerobic conditions. 1 — FS; 2 — MMC; 3 — FS + MMC; 4 — MMC + DA 7%; 5 — FS + 
MMC + DA 7%.
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на привлекательность использования метода ТМС 
как метода утилизации ФО, содержащих БС.

Нейтрализация БС обработкой ФО сильными 
кислотой или щелочью

Ещё одним возможным способом нейтрали-
зации БС, содержащих ЧАС и ПГМГ, может быть 
их  дезактивация, в  результате гидролиза в  кис-
лых или щелочных условиях. В ряде работ описан 
ускоренный гидролиз ПГМГ [15] и ЧАС [29] при 
снижении рН среды за счет внесения сильной кис-
лоты. В щелочных условиях также возможен ги-
дролиз ЧАС [30] и ПГМГ [15], хотя скорость раз-
ложения последнего намного ниже, чем в кислых.

Для проверки этих способов нейтрализации 
БС, ФО подвергали кислотному и щелочному ги-
дролизу. Затем, для оценки степени нейтрализации 
БС в ФО в опытные образцы вносили ММС и про-
водили дальнейшее инкубирование смесей в тер-
мофильных условиях (при 55 оС). В контрольных 
вариантах без добавления ММС газообразования 
не наблюдалось (рис. 4а,b, кривые 1,3).

В опытных — фиксировалось увеличение вы-
хода биогаза, что свидетельствует об активизации 
деятельности микроорганизмов (рис 4а,b, кривые 
2,4). Явное преимущество наблюдалось в случае 
кислотного гидролиза ФО, когда выход биогаза 
был выше в 2,5 раза, чем в варианте с обработкой 
ФО с помощью щелочного гидролиза.

При сравнении результатов экспериментов 
с ФО, предварительно гидролизованными щело-
чью, и  ФО  без обработки оказалось, что выход 
биогаза остался на том же уровне, что и в случае 

внесения ММС в необработанные ФО  (рис.  3а, 
кривая 3). При этом доля метана в биогазе даже 
в 2 раза снизилась. Вероятно, это связано с обра-
зованием в щелочных условиях токсичных про-
дуктов разложения ЧАС и ПГМГ [15] и/или до-
полнительной десорбцией ЧАС со  взвешенных 
частиц ФО [31].

Напротив, инкубация ММС на гидролизован-
ных кислотой ФО  приводила к  увеличению вы-
хода биогаза в 2,4 раза по сравнению с экспери-
ментами, когда использовали ФО без какой-либо 
обработки (рис. 3а кривая 3). При этом по выхо-
ду биогаза эти результаты были сравнимы с  эф-
фектом, к  которому приводила нейтрализация 
БС с помощью ДА (рис. 3а, кривая 5). Содержа-
ние метана в биогазе в этом случае было в 1,7 раза 
выше (рис. 4b, кривая 4). Возможно, часть выде-
лившегося метана  — это результат анаэробной 
деградации ММС органического вещества ча-
стично лизированного в результате гидролиза ми-
кробной популяции ФО. Однако, эффект также 
может быть связан и с инактивацией БС.

Сравнительная характеристика 
и экономическая оценка способов 
дезактивации БС

Сравнение предложенных способов дезак-
тивации БС  в  ФО  для выбора наиболее опти-
мального по  техническим характеристикам про-
водили, используя данные по  выходу биогаза 
и  метана. Для экономической оценки учитыва-
ли стоимость реагентов и потенциально возмож-
ные затраты на организацию модифицированного 
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Рис. 4. Динамика образования биогаза (а) и метана (b) из денатурированного щелочью или кислотой ФО при исполь-
зовании метаногенного микробного сообщества (ММС) в анаэробных условиях. 1 — ФО, денатурированные кисло-
той; 2 — ФО, денатурированные кислотой + ММС; 3 — ФО, денатурированные щелочью; 4 — ФО, денатурирован-
ные щелочью + ММС.

Fig. 4. Dynamics of biogas (a) and methane (b) production from faecal sludge (FS), pretreated with strong alkali or acid, 
using the methanogenic microbial community (MMC) under anaerobic conditions. 1 — FS, pretreated with acid; 2 — FS, 
pretreated with acid + MMC; 3 — FS, pretreated with alkali; 4 — FS, pretreated with alkali + MMC.
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процесса дезактивации законсервированных 
БС ФО (табл. 5). Наиболее эффективным методом 
нейтрализации БС в ФО оказалось термофильное 
метаногенное сбраживание (ТМС) с  предвари-
тельной обработкой сильной кислотой или с вне-
сением 7% ДА.

Однако, использование ДА  значительно уве-
личивает себестоимость метода, что снижает воз-
можность применения этого варианта на  прак-
тике. Таким образом, способ дезактивации 
БС в ФО с помощью ТМС с предварительной об-
работкой ФО  сильной кислотой является наибо-
лее предпочтительным и может быть предложен 
для дальнейших пилотных исследований в усло-
виях непрерывного процесса [32].

В  работе исследовали антимикробные свой-
ства биоцидного средства «Латрина», содержаще-
го ЧАС и ПГМГ и применяемого для консервации 
фекальных отходов в ЭЧТК на пассажирском же-
лезнодорожном транспорте. Было показано, что 
биоцидное средство обладает антимикробным 
действием на разные группы бактерий, уменьшая 
их  численность в  10–100 и  более раз. БС  в  кон-
центрации 0,07%, несмотря на  вероятную адсо-
рбцию на поверхности взвешенных веществ ФО, 
ингибирует рост быстрорастущих микроорганиз-
мов, проявляя бактериостатический эффект.

Так как сброс ФО, содержащих БС, в канали-
зационные очистные сооружения для утилизации 
может значительно ухудшать их нормальную рабо-
ту, то  предложенные способы дезактивации анти-
микробного действия БС, включающие использо-
вание дезактивирующего агента на основе катион-
ных ПАВ, инкубации с термофильно сброженным 
осадком сточных вод, и химическую дезактивацию 
путем закисления, имеют важное экологическое 

значение. Термофильное метаногенное сбражива-
ние с предварительной обработкой сильной кисло-
той характеризовалось оптимальным соотношени-
ем стоимости и эффективности среди использован-
ных в работе методов нейтрализации БС в ФО.
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Abstract–Biocidal agents (BA) are widely used in  environmentally safe toilet complexes (ESTC) 
of passenger railcars to suppress microbial activity in faecal sludge (FS). Subsequent disposal of BA-
containing FS  at  municipal sewage treatment facilities adversely affects their work due to  the loss 
of activated sludge. The antimicrobial properties of BA, based on quaternary ammonium compounds 
(QAC) and polyhexamethylene guanidine (PHMG), as well as methods for its neutralization, have been 
studied. It was confirmed that BA based on QAC and PHMG has an antimicrobial effect on various groups 
of bacteria, reducing their number by 10–100 or more times. It was found that FS contains two groups 
of microorganisms with different sensitivity to BA. Methods for deactivation of the BA antimicrobial 
action in FS were tested using: (1), a deactivating agent; (2), incubation with thermophilically digested 
wastewater sludge as a source of the microbial methanogenic community; and (3), chemical deactivation 
by acidification or alkalization. The highest efficiency was shown by the method of deactivation of BA via 
thermophilic anaerobic digestion with pretreatment of FS with a strong acid
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