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В настоящее время комплексообразующие
агенты, такие, как аминополикарбоновые кисло�
ты (АПК), к которым относится ЭДТА, находятся
под пристальным вниманием экологов [1]. Высо�
кая персистентность ЭДТА приводит к накопле�
нию его в окружающей среде и активизирует
транспорт тяжелых и токсичных металлов, вклю�
чая радионуклиды. ЭДТА широко применяется в
целлюлозно�бумажной, пищевой, косметической
и фармацевтической промышленности, производ�
стве моющих средств, для промывки теплоэнер�
гетического оборудования и во многих других об�
ластях [2, 3]. 

Уровни продаж ЭДТА в Европе достигают
200000 т ежегодно [1]. Появление в водоемах та�
ких АПК, как ЭДТА и нитрилотриацетат (НТА),
происходит, прежде всего, вследствие сбрасыва�
ния в водоемы сточных вод с предприятий бумаж�
ной промышленности. Часто фиксируемое коли�
чество ЭДТА и НТА в сточных и поверхностных
водах находится в пределах 10–35 мг/л [1] и 10–
500 мкг/л [4]. Поскольку производство бумаги,
при котором не используются соединения хлора,
растет, то ежегодное ожидаемое использование
ЭДТА в бумажной промышленности составляет
65 тыс. т [4]. 

Согласно данным сайта www.chemeurope.com
концентрация ЭДТА в реках Европы достигает
100 мг/л, в озерах – 10 мг/л, тогда как концентра�
ция этого поллютанта в грунтовых водах США –
1–72 мг/л. Содержание ЭДТА в образцах морской
воды составляет 0.3–3 мкг/л [5].

Загрязнение почв металлами широко распро�
странено по всему миру. Токсичные металлы мо�
гут включаться в экологические циклы и вызы�
вать хронические заболевания вследствие биоак�
кумуляции. Свойство ЭДТА активно связывать
ионы металлов в комплексы широко применяет�
ся в ремедиации почв. ЭДТА не адсорбируется на

почвенных частицах и комплексы с металлами
(свинец, кадмий, цинк) переходят в раствор [6].
Ремедиация почв с использованием до 60 мМ хе�
латов приводит к образованию большого количе�
ства отмывочных растворов с высокой концен�
трацией самих хелатов, которые нуждаются в бо�
лее тщательной и эффективной обработке перед
сбросом в окружающую среду [6].

АПК используются для обработки ядерных ре�
акторов, поэтому присутствуют в загрязненных
радионуклидами местах. Показано также, что
ЭДТА увеличивает миграцию кобальта, тория,
плутония и урана [7]. 

Комплексы ЭДТА с металлами характеризуют�
ся токсическим эффектом по отношению к вод�
ным организмам [8]. ЭДТА нарушает деление
клеток, синтез хлорофилла и накопление биомас�
сы водорослей. Масштабное применение ЭДТА
или НТА (оба содержат азот) может увеличить эв�
трофикацию водоемов [9]. 

Показано летальное воздействие ЭДТА в низ�
ких концентрациях (<100 мкМ) на клетки почек
крыс [8], подавлялся синтез белка из�за образова�
ния комплексов цинка и марганца в клетках пече�
ни после введения Ca2+ЭДТА. ЭДТА оказывал не�
благоприятное воздействие на размножение и
развитие млекопитающих, но безопасен при на�
ружном применении, поэтому активно использу�
ется в косметической промышленности [10]. По
данным ВОЗ, ежедневное потребление ЭДТА в
концентрации 2.5 мг/кг не оказывает токсичного
действия на людей. Тем не менее, в ряде Западно�
европейских стран и в Австралии запрещено ис�
пользование ЭДТА в моющих средствах.

В целом, накопление заметных количеств ЭД�
ТА и других комплексонов в окружающей среде
создает серьезные экологические проблемы, по�
этому актуален поиск эффективных штаммов –
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деструкторов ЭДТА для разработки современных
технологий биоремедиации экосистем и очистки
промышленных стоков.

Микробный способ деструкции ЭДТА являет�
ся наиболее перспективным, однако спектр бак�
терий, использующих ЭДТА в качестве источника
углерода и энергии, весьма ограничен [11–14].
Особый интерес представляет облигатный де�
структор ЭДТА Chelativorans oligotrophicus LPM�4
[14, 15] для создания биофильтра и локальной
очистки стоков от этого поллютанта. 

Цель работы – создание и испытание проточно�
го биофильтра на основе иммобилизованных кле�
ток C. oligotrophicus LPM�4 для деградации ЭДТА.

МЕТОДИКА

Объекты и условия культивирования. В работе
использовали чистую культуру C. oligotrophicus
LPM�4 (=ВКМ B�2395) [14].

Для выращивания бактерий и последующей
сорбции клеток на биофильтре использовали сре�
ду следующего состава (г/л): Na4ЭДTA – 1.0;
MgSO4 ⋅ 7H2O – 1.0; KH2PO4 – 0.26; CaCl2 ⋅ 2H2O –
0.4; NaHPO4 ⋅ 12H2O – 0.84, рН 7.0, в которую до�
бавляли 2 мл раствора микроэлементов(мг/л):
FeCl2 ⋅ 4 H2O – 1.5; H3BO3 – 0.06; MnCl2 ⋅ 4 H2O –
0.1; CaCl2 ⋅ 6 H2O – 0.12; ZnCl2 – 0.07; NiCl2 ⋅ 6 H2O –
0.025; CuCl2 ⋅ 2 H2O – 0.015; Na2MoCl4 – 0.025 и
0.025 мг/л биотина. Бактерий культивировали в
колбах Эрленмейера объемом 750 мл с 200 мл среды
в течение 4 сут на роторной качалке (120 об/мин)
при 29°С. 

Биофильтр для деструкции ЭДТА объемом 2 дм3

представлял собой стеклянный сосуд, заполнен�
ный промытым и высушенным керамзитом
(1.7 кг сухого керамзита) с проложенным снизу и
сверху слоем стекловолокна для равномерного
распределения жидкости при подаче. Биофильтр
стерилизовали при 1 атм 1 ч. Подачу минеральной
среды осуществляли снизу с помощью перисталь�
тических насосов LKB Bromma 1200 Varioperpex
(“LKB”, Швеция) со скоростью 20–40 мл/ч, воз�
духа со скоростью 100 мл/ч компрессором Micon
LP�1�1A Pump. Подаваемый воздух проходил че�
рез ротаметр и стерилизующий фильтр и далее
поступал на биофильтр. Отработанные воздух и
жидкость после прохождения через биофильтр
накапливались в сборнике отработанной среды. 

Клетки сорбировали на керамзите при ком�
натной температуре (21–23°С) при циркуляции
суспензии бактерий со скоростью 100 мл/ч с ис�
ходной концентрацией, соответствующей 1.0 г
высушенной биомассы/л. Сорбцию проводили в
течение 14 сут, поддерживая концентрацию ЭДТА
1.0 г/л и рН, равный 7.0 (5.0%�ной H2SO4), при
скорости пропускания воздуха 3 л/мин. Величину

клеточной нагрузки носителя измеряли, смывая
биомассу с носителя и определяя ее массу после
высушивания. 

При циркуляции суспензии клеток в среде че�
рез биофильтр наблюдали обрастание частиц ке�
рамзита бактериями. Через 14 сут сорбция био�
массы на керамзите стабилизировалась и дости�
гала 19 г высушенной биомассы/дм3 керамзита.
Далее через биофильтр пропускали свежую среду,
постепенно изменяя концентрацию ЭДТА (0.5,
1.0, 1.5, 2.0 г/л) и скорость подачи среды. 

Количественный анализ содержания ЭДТА и
промежуточных продуктов его биодеградации в
стоке с биофильтра проводили с использованием
колонки Separon Six С18 (“Tessek”, Чехия) и си�
стемы ВЭЖХ 2150 (“LKB”, Швеция) при 195 нм.
Для анализа в колонку вводили 50 мкл образца.
Скорость протока элюента (вода) составляла
0.4 мл/мин. В качестве метчика для построения
калибровочной кривой использовали этиленди�
аминтетрауксусную кислоту (“Sigma”, США).
Время удержания ЭДТА составляло 2.3–2.4 мин.

Эффективность биофильтра в отношении де�
градации ЭДТА на основе иммобилизованных
клеток определяли по степени деструкции хела�
тона в жидкости. 

В ходе эксперимента для определения актив�
ности монооксигеназы ЭДТА из биофильтра от�
бирали около 300 мг клеток. Клетки осаждали
центрифугированием при 6000 g 15 мин, отмыва�
ли 0.05М трис�НСl буфером, рН 7.4, ресуспенди�
ровали в том же буфере и обрабатывали ультра�
звуком на аппарате Misonix S�4000 (США) мощ�
ностью 150 вт при 20 кГц (6 × 30 с) при 4°С. Не
разрушенные клетки и их фрагменты осаждали
центрифугированием (10000 g, 40 мин), суперна�
тант использовали в качестве бесклеточного экс�
тракта для определения активности фермента в
термостатированной кювете (1 см) при 30°C на
регистрирующем спектрофотометре Shimadzu
UV�1700 (“Shumadzu”, Япония). Активность ЭД�
ТА�монооксигеназы в экстрактах клеток опреде�
ляли по окислению НАДН2 [16]. Реакционная
смесь (2 мл) содержала (мкмоль): трис�HCl бу�
фер, pH 8.0–50, флавинмононуклеотид (ФМН) –
0.5; Mg2+ЭДТА – 40; НАДН2 – 0.5; бесклеточный
экстракт 50 мкл. Реакцию начинали добавлением
Mg2+ЭДТА. Удельную активность ЭДТА�моноок�
сигеназы выражали, как количество наномолей
окисленного НАДН2 на 1 мг белка в мин. Содер�
жание белка в бесклеточных экстрактах опреде�
ляли модифицированным методом Лоури [17]. В
работе использовали реактивы фирмы “Sigma”
(США). В таблицах представлены средние ре�
зультаты трех независимых анализов, ошибка не
превышала 5%. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Аэробный облигатный деструктор ЭДТА С. oli'
gotrophicus LPM�4, отвечает требованиям, предъ�
являемым к современным технологиям процесса
биофильтрации: культура непатогенна, сохраняет
высокую степень жизнеспособности после лио�
филизации, а также в 25–45%�ном глицерине при
–70°С в течение пяти лет. Лиофилизованную
культуру С. oligotrophicus LPM�4 высевали на ага�
ризованную среду, а затем переносили в жидкую
среду, содержащую 1.0 г/л ЭДТА, и инкубировали
в оптимальных условиях. Клетки отделяли от сре�
ды центрифугированием, ресуспендировали в
свежей среде, и асептически иммобилизовали на
биофильтре (рис. 1).

В первой серии опытов после 14 сут сорбции
клеток на керамзите устанавливали непрерывный
проток среды, содержащей 0.7 г/л ЭДТА, со ско�
ростью 10 мл/ч. Через 5 сут скорость протока уве�
личивали до 20 мл/ч, а через 6 сут – до 40 мл/ч.
Динамика содержания ЭДТА в жидкости на входе
и выходе из биофильтра представлена в табл. 1.
Показано, что при концентрации ЭДТА 0.7 г/л и
скоростях протока 10–20 мл/ч на выходе из био�
фильтра ЭДТА в пробах отсутсвовал, т.е. биокон�
версия хелатона составляла 100%. При увеличении
скорости протока до 40 мл/ч на выходе биофильтра
оставалось 0.24 г/л ЭДТА, т.е. утилизировалось
только 65%.

Во второй серии опытов, после наращивания
культуры на биофильтре среду пропускали со
скоростью 20 мл/ч, меняя концентрацию с ЭДТА
от 0.5 до 2 г/л. Результаты представлены в табл. 2.
Через 4 сут после подачи 0.5 г/л ЭДТА наблюдали

его полное потребление. При увеличении кон�
центрации ЭДТА в подаваемой среде до 1.0 г/л че�
рез тот же промежуток времени в элюате остава�
лось 0.09 г/л ЭДТА, что соответствовало 91% по�
требления ЭДТА. При увеличении концентрации
до 1.5 г/л ЭДТА через 3 сут в элюате было обнару�
жено 0.24 г/л ЭДТА, биоконверсия составила 84%.

На рис. 2 представлены хроматограммы (ВЭЖХ)
промежуточных продуктов деградации ЭДТА –
этилендиаминдиацетата (ЭДДА) и иминодиаце�
тата (ИДА), а также элюатов с биофильтра при
потреблении ЭДТА. Обнаружено, что при цирку�
ляции среды с концентрацией ЭДТА 1.0 г/л со
скоростью 20 мл/ч в пробах элюата накопления
промежуточных продуктов метаболизма не про�
исходило, что свидетельствовало о полном его
разложении клетками деструктора в биофильтре. 

Ранее нами было показано, что штамм С. olig'
otrophicus LPM�4 окисляет ЭДТА с помощью фер�
мента монооксигеназы, активной с НАДН2 и сти�
мулируемой ФМН и ИДА�оксидазой, участвую�
щей в заключительном этапе разложении ЭДТА
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Рис. 1. Схема биофильтра для деградации ЭДТА. 
1 – биофильтр, 2 – слой стекловолокна, 3 – слой керамзита, 4 – стерилизующий воздушный фильтр, 5 – ротаметр, 6 –
перистальтический насос, 7 – сборник очищенного раствора, 8 – сосуд для среды с ЭДТА.

Таблица 1. Потребление ЭДТА иммобилизованными
клетками C. oligotrophicus LPM�4 в зависимости от ско�
рости протока среды в биофильтре

Концентрация 
ЭДТА, г/л

Скорость протока, мл/ч

10 20 30 40

На входе 0.7 0.7 0.7 0.7

На выходе 0 0 0.13 0.24

Потребление, % 100 100 81 65
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[18–19]. В ходе работы из биофильтра отбирали
пробы, делали смыв клеток с керамзита и опреде�
ляли активность ЭДТА�монооксигеназы, которая
в среднем составляла 180–200 нмоль/мин мг бел�
ка, как в начале, так и в конце эксперимента. Это
свидетельствует об активной регенерации клеток
на биофильтре, что обеспечивает их достаточно
высокую метаболическую активность.

При периодическом культивировании С. olig'
otrophicus LPM�4 на среде с 2.35 г/л ЭДТА Дедю�
хина с соавт. [20] наблюдали длительную (5 сут)
лаг�фазу в динамике роста культуры. Методом
обратных величин была рассчитана константа
ингибирования, которая составила 2.2 г/л ЭДТА
(8.05 мМ) [20]. В наших экспериментах при пода�
че на биофильтр среды с концентрацией ЭДТА
2.0 г/л лаг�фаза отсутствовала, но через 1 сут уро�
вень остаточного ЭДТА составил 0.21 г/л, тогда
как через 3 сут его концентрация в элюате увели�
чивалась до 0.38 г/л, а количество потребленного
ЭДТА достигало 81%. 

Следует отметить, что уровень ЭДТА в сточ�
ных водах и на очистных сооружениях обычно
значительно ниже исследуемых нами модельных
концентраций (от нескольких десятков мкг/л до
1 г/л) [2, 3]. В ходе проведенных испытаний био�
фильтр перерабатывал до 3.24 г ЭДТА за 4 сут при
концентрации ЭДТА на входе 2.0 г/л и скорости
протока 20 мл/ч, что соответствует производи�

Таблица 2. Потребление ЭДТА иммобилизованными
клетками C. oligotrophicus LPM�4 в зависимости от его
концентрации при скорости протока среды через био�
фильтр 20 мл/ч

Концентрация ЭДТА, г/л Потребление 
ЭДТА, %исходная конечная

0.5 0 100
1.0 0.09 91
1.5 0.24 84
2.0 0.38 81

1 2 3

4 5 6 7

2.57 2.68 2.33 2.42 2.38 2.31

Рис. 2. ВЭЖХ элюата из биофильтра при концентрации ЭДТА на входе 1.0 г/л и скорости протока 20 мл/ч.
1 – ЭДДА, 1.0 г/л; 2 – ИДА, 1.0 г/л; 3 – ЭДТА, 1.0 г/л; 4 – минеральная среда без ЭДТА, 5–7 – элюат на 4, 5 и 6 сут.

Время удержания, мин
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тельности биофильтра по продукту 1.26 г ЭДТА/г
высушенной биомассы сут или по объему
0.24 м3/м3 сут. Биофильтр стабильно функциони�
ровал в течение 3 месяцев. При периодическом
культивировании оптимальной концентрацией
для роста культуры С. oligotrophicus LPM�4 и по�
требления субстрата была концентрация 1.0 г/л
ЭДТА, при иммобилизации культура эффективно
разлагала значительно более высокие концентра�
ции хелатона. 

Таким образом, созданный лабораторный био�
фильтр с иммобилизованными клетками С. olig'
otrophicus LPM�4 может быть использован для по�
следующего масштабирования процесса очистки
стоков, содержащих ЭДТА. 

Работа выполнялась в рамках ГК 02.740.11.0296.
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EDTA Degradation by Cells of Chelativorans oligotrophicus 
Immobilized on a Biofilter
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Abstract—A biofilter based on light expanded clay aggregate (LECA) and cells of the obligate ethylenedi�
amine tetraacetate (EDTA) destructor Chelativorans oligotrophicus LPM�4 has been developed. The culture
steadily maintained a high level of EDTA monooxygenase activity of 180–200 nmol/min/mg of protein dur�
ing three months. EDTA was converted completely or by 80% at initial concentrations of 0.5–0.7 or 2.0 g/l,
respectively, in a 2�dm2 biofilter at a flow rate of 20 ml/h.
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