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Обширное применение взрывчатых ве�
ществ на протяжении мировых войн и после них,
их хранение и демилитаризация привели к хро�
ническому загрязнению почв отдельных ло�
кальных территорий. Впоследствии способ�
ность взрывчатых веществ растворяться в грун�
товых водах привела не только к загрязнению
последних, но и к значительному расширению
ареала распространения этих высоко токсич�
ных ксенобиотиков. В их числе и ТНТ, наибо�
лее широко использующийся по настоящее вре�
мя. Масштаб и глубину проблемы даже в Евро�
пе начали осознавать лишь в последние полто�
ра – два десятилетия [1].

Вызываемое ксенобиотиком нарушение об�
щей экологической ситуации проявляется, в ча�
стности, в изменении биологической активнос�
ти почвы. Так обнаружено, что в высоких кон�
центрациях ТНТ проявляет токсичность по
отношению к широкому спектру почвенных
организмов, в том числе к грибам и бактериям,
а также угнетает ферментативные активности
почвы [2, 3]. Необходима глубокая экологичес�
кая оценка существующей проблемы, выявля�
ющая взаимосвязь между степенью изменений
биологической активности почвы и концентра�
цией ТНТ в среде, которая даст теоретическое
и прикладное обоснование приемов ремедиации.

В связи с этим целью настоящей работы
было оценить влияние различных концентра�
ций 2,4,6�тринитротолуола на численность ос�
новных эколого�трофических групп почвенно�
го сообщества и ферментативные активности
почвы, а также дать общую оценку возможных
подходов для ремедиации почв, загрязненных
ксенобиотиком.

Пахотный слой выщелоченного чернозема
имел близкую к нейтральной реакцию среды

(рН 7,3), содержание гумуса 5,2%, содержание
С и N – 2,4 и 0,425%.

В ходе эксперимента первоначально гото�
вили загрязненный образец в 1/5 части почвен�
ного образца внесением в него концентрирован�
ного раствора ТНТ и последующим перемеши�
ванием с оставшейся интактной частью почвы.
Далее в течение 30 дней проводили инкубацию
при 28 0С и влажности 60% от полной влагоем�
кости (ПВ), производя через определенные про�
межутки времени отбор образцов.

Численность микроорганизмов определя�
ли на твердых питательных средах: бактерий,
использующих органические формы азота, – на
мясо�пептонном агаре (МПА); микроорганиз�
мов, утилизирующих минеральные формы азо�
та, и актинобактерий – на среде Гаузе; бакте�
рий, образующих эндогенные споры, – на МПА
с суслом. Нитрифицирующие бактерии учиты�
вали на жидкой среде Виноградского для пер�
вой фазы нитрификации; денитрифицирующие
бактерии – на среде Гильтая [4]. Ферментатив�
ную активность почвы определяли по Галстяну
[5]. Результаты представлены в виде среднего
арифметического значения для трех повторно�
стей каждого образца.

Влияние тринитротолуола на бактерии
носило волнообразный характер. Отмеченный
характер влияния вещества на бактерии объяс�
няется динамикой отдельных популяций, спе�
цификой их роста и развития, а также сменой
популяций, отличающихся друг от друга по ус�
тойчивости к ТНТ и продуктам его разложе�
ния [6]. В почвах, содержащих определенную
концентрацию ксенобиотика, динамика роста
не совпадает с динамикой роста в незагрязнен�
ной почве (рис. 1). Характер изменений кри�
вой зависит от величины концентрации и от�
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личается при высоких и низких дозах поллю�
танта.

За весь период исследований – 30 суток –
количество микроорганизмов, выросших на МПА,
в вариантах, загрязненных 100 и 200 мг/кг
тротила, было меньше соответствующего коли�
чества в варианте без ТНТ в среднем на 41 и
47% соответственно. Концентрации ТНТ 20 и
50 мг/кг почвы оказывали на численность гете�
ротрофов менее значительное ингибирующее
влияние. На 5�е сутки в варианте с 20 мг троти�
ла зарегистрировано превышение количества
микроорганизмов над их количеством в образ�
це, не содержащем ТНТ. Emma R. Travis с кол�
легами при низких концентрациях ТНТ также
наблюдали увеличение количества колониеоб�
разующих единиц (КОЕ) в загрязненной почве
по сравнению с незагрязненной [7]. Поскольку

в нашем случае максимальная численность в
этом образце почвы не превышает среднюю чис�
ленность бактерий в контрольной почве, мы
трактуем данный факт не стимуляцией данной
группы бактерий. Из�за изменения характера
динамики развития популяции рост гетеро�
трофных бактерий в почве, загрязненной ксе�
нобиотиком (20 мг/кг), пришелся на момент
времени, когда в нативной почве начался спад
численности данной группы бактерий.

На бактерии, образующие эндогенные спо�
ры, ТНТ в концентрациях 50, 100 и 200 мг/кг
оказывал стойкое отрицательное действие на
протяжении всего опыта (рис. 2). В варианте,
содержащем 20 мг/кг ТНТ, за весь период ис�
следований численность спорообразующих бак�
терий превысила уровень контроля только на
21�е сутки и всего на 26%. Воздействуя по пути
подавления процесса спорообразования, три�
нитротолуол препятствует, таким образом, вы�
живанию популяции.

Как видно из рис. 3, внесение в почву ТНТ в
концентрациях, равных 100 и 200 мг/кг почвы,
вызвало на 1�е сутки увеличение численности
бактерий, потребляющих минеральный азот.
Превышение численности этой группы бактерий
в случае невысоких доз поллютанта оказалось
недостоверным. Бурное развитие бактерий, рас�
тущих на среде Гаузе, объясняется массовой ги�
белью в соответствующие сроки наблюдения
грибов, отмерший мицелий которых в дальней�
шем утилизировался данной группой микроор�
ганизмов (данные не приведены).

Известно, что нитрифицирующие и денит�
рифицирующие бактерии играют ведущую
роль в процессах метаболизма азотсодержащих
органических соединений, а также играют важ�
ную роль в формировании и поддержании азот�
ного режима почв.

Нитрифицирующие бактерии (рис. 4) ока�
зались очень чувствительными к токсическому
действию загрязнителя. Их количество при
высоких дозах ксенобиотика (100 и 200 мг/кг)
снизилось в первую половину опыта более чем
вдвое, к окончанию опыта негативный эффект
ТНТ ослаблялся. Т. е. для высоких концентра�
ций ТНТ воздействие ксенобиотика на нитри�
фицирующие бактерии оказалось не только бо�
лее сильным, но и более продолжительным.

Сукцессионные изменения численности де�
нитрифицирующих бактерий (рис. 5) в образцах,
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Рис. 1 Влияние ТНТ на количество гетеротрофных бактерий почвы.
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Рис. 2 Влияние ТНТ на количество бактерий, образующих эндогенные
споры. Концентрации ТНТ (мг/кг):
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Рис. 3. Влияние ТНТ на количество бактерий, потребляющих
минеральный азот. Концентрация ТНТ (мг/кг):
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обработанных высокими концентрациями ТНТ
(100 и 200 мг/кг), не совпадали с сукцессией в об�
разцах, содержащих меньшие дозы поллютанта.
Подъем первой сукцессионной волны кривой, от�
ражающей динамику в образцах, содержащих 100
и 200 мг/кг поллютанта, начинается только к 5�м
суткам. Поэтому на 7�е сутки при этих концент�
рациях был отмечен пик численности денитри�
фикаторов, который совпал со снижением этой
группы бактерий в почве, не содержащей ТНТ.
Численность бактерий ни в одном из этих образ�
цов не достигла максимума первой волны сукцес�
сии в незагрязненной почве. Подобное явление
расценивается как одно из проявлений негатив�
ных воздействий на почву.

Известно, что количественные изменения,
происходящие в микробном ценозе загрязнен�
ных почв, не всегда отражают изменения ее био�
логической активности [8]. Часть исследовате�
лей считает, что для биомониторинга почв го�
раздо целесообразнее использовать фермента�
тивные активности [9].

В гидролитической ферментной системе
почвы важным диагностическим показателем
может служить активность ферментов азотно�
го цикла – протеазы и уреазы.

Внесение самой маленькой из испытанных
концентраций поллютанта – 20 мг/кг – угнета�
ло активность протеазы лишь на момент 1�х су�
ток (рис. 6). Уже к 5�м суткам протеазная актив�
ность в этом варианте на 50% превышала актив�
ность в образце почвы без ТНТ, а наивысшая
активность была зарегистрирована на 21�е сут�
ки – 0,18 мг глицина/24 часа, что превысило ак�
тивность фермента в незагрязненной почве на
71%. При загрязнении почвы более высокой до�
зой тротила – 50 мг/кг – восстановление актив�
ности происходило лишь к 14�м суткам от мо�
мента внесения поллютанта. Активность проте�
азы в образцах, отобранных из почв, содержа�
щих 100 и 200 мг/кг ТНТ, до 5�х суток колеба�
лась на уровне незагрязненной почвы. К 5�м сут�
кам активность фермента снизилась и стала на
47,3 и 61% соответственно ниже активности фер�
мента в варианте без внесения загрязнителя.

При загрязнении чернозема выщелоченно�
го тринитротолуолом ингибирование активно�
сти уреазы наблюдалось при всех испытанных
концентрациях (рис. 7). Начиная с 7�х суток во
всех образцах почв, содержащих тринитрото�
луол, отмечается незначительное кратковре�
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Рис. 4 Влияние ТНТ на количество нитрифицирующих бактерий.
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Рис. 5 Влияние ТНТ на денитрифицирующие бактерии. Концентрации
ТНТ (мг/кг):
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Рис. 6 Изменение протеазной активности почвы при внесении ТНТ.
Концентрации ТНТ (мг/кг):
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 Рис. 7 Изменение уреазной активности почвы при внесении ТНТ.
Концентрации ТНТ(мг/кг):
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менное повышение уреазной активности. Пик
активности в варианте с внесением 20 мг/кг
ТНТ пришелся на 21�е сутки эксперимента, к
концу эксперимента активность фермента сно�
ва снизилась до уровня незагрязненной почвы.

Таким образом, протеазная активность
ингибируется высокими концентрациями
ТНТ, тогда как уреазная активность – всеми
испытанными концентрациями ксенобиотика.

Кормильцева И.П. Влияние 2,4,6�тринитротолуола на биологическую активность...
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Особенно сильно эти эффекты проявляются в
первую неделю эксперимента. На 21�е сутки
опыта при концентрации поллютанта 20 мг/
кг почвы отмечается наивысшая активность и
уреазы, и протеазы.

Интенсивность окислительно�восстанови�
тельных процессов, происходящих в почвах,
хорошо иллюстрирует активность дегидроге�
назы и каталазы.

До 5�х суток включительно разложение пе�
рекиси водорода в вариантах опыта, содержащих
20 и 200 мг/кг ТНТ, превышает каталазную ак�
тивность в варианте без ТНТ, однако превыше�
ние находится в пределах ошибки опыта (рис.
8). К 7�м суткам все варианты опыта, за исклю�
чением загрязненного ТНТ в концентрации 20
мг/кг почвы, показали падение каталазной ак�
тивности от 17,2 до 25,3% в зависимости от коли�
чества внесенного ксенобиотика. Начиная с 14�х
суток до конца эксперимента наблюдается обрат�
ная динамика: каталазная активность растет во
всех исследуемых образцах. К окончанию опыта
каталазная активность в варианте опыта с вне�
сением 20 мг/кг ТНТ достигла уровня активно�
сти в незагрязненном образце. Это свидетель�
ствует о нормализации окислительно�восстано�
вительных процессов в исследуемой почве. В по�
чве, загрязненной 200 мг/кг тротила, каталаз�
ная активность оказалась достоверно ниже.

Данные по дегидрогеназной активности

представлены на рис. 9. После 7�х суток в неза�
грязненной почве наблюдается рост фермента�
тивной активности. В отличие от контроля, де�
гидрогеназная активность при всех испытан�
ных концентрациях ТНТ к 21�м суткам значи�
тельно снизилась.

В целом, как следует из анализа каталазной
и дегидрогеназной активностей, в диапазоне кон�
центраций до 200 мг/кг почвы ксенобиотик не
создает в почве условий, радикально препятству�
ющих работе окислительно�восстановительной
ферментной системы. Максимальное ингибиро�
вание активности ферментов составило 15–28%
в случае каталазы и 50–56% в случае дегидроге�
назы. Более выраженное токсическое действие
тринитротолуол оказал на гидролазы, в особен�
ности уреазу: активность фермента снизилась на
момент 0–1�х суток в среднем на 75–78%. Это
способствовало уменьшению и без того невысо�
кой обеспеченности данного типа почвы мине�
ральными соединениями азота. Для протеазы
такой же уровень ингибирования был достигнут
при внесении высоких доз поллютанта.

Анализ влияния ТНТ на эколого�трофи�
ческие группы микроорганизмов показал, что
для всех исследованных групп высокие концен�
трации (100 и 200 мг/кг) оказались более ток�
сичными. Исключение составили актинобакте�
рии и денитрифицирующие бактерии. Для по�
пуляций этих групп микроорганизмов токсич�
ность проявилась в изменении скорости про�
хождения отдельных этапов сукцессии.

Реалистичная оценка негативного влияния
ТНТ на экологию невозможна без учета свойств
ТНТ, а также тех специфических особенностей
загрязнения почвы ТНТ in situ, которые зави�
сят от характера применения и (или) уничто�
жения взрывчатых веществ. При взрыве на по�
верхность почвы попадает 1–3% от исходной
массы заряда ТНТ [10], что неизбежно приво�
дит к значительному его накоплению, причем
главным образом в форме частиц диаметром
более 3 мм [11, 12]. Ввиду низкой растворимос�
ти ТНТ (0,013 г/100 г H2О при 20 °С) твердые
частицы взрывчатых смесей будут главным ис�
точником растворенного ТНТ в поровой воде в
течение длительного периода времени. Об�
ласть, в которой ТНТ находится в виде твердой
фазы взрывчатого компонента, моделирует по�
чвенный реактор непрерывного действия, от�
крытый для постоянного поступления в жид�Рисунок 9.
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Рис. 9 Изменение дегидрогеназной активности почвы при внесении ТНТ.
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Рис. 8 Изменение каталазной активности при внесении ТНТ.
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кую фазу новых молекул ТНТ. По мере раство�
рения массы ТНТ и адсорбции ее части на сорб�
ционных структурах почвы растворенная масса
будет переноситься почвенными водами на тер�
риторию, не содержащую твердой фазы. Эта тер�
ритория будет постоянно расширяться до тех
пор, пока будет действовать почвенный реактор
ТНТ, время жизни которого может исчисляться
десятками лет. После заполнения сорбционных
центров почвы концентрация ТНТ в водной фазе
будет находиться в условиях, близких к стацио�
нарным, также до тех пор, пока будет существо�
вать почвенный реактор [13].

Очевидно, что в области почвенного реак�
тора ТНТ и насыщающих концентраций ксе�
нобиотика едва ли возможно создать и сохра�
нить условия, способствующие эффективной
работе сообщества микроорганизмов�деструк�
торов, чтобы можно было говорить только о
микробных технологиях ремедиации. Следова�
тельно, практическое значение имеет микроб�
ная биодеградация ТНТ только в области, со�
держащей растворимый ксенобиотик, при ус�
ловии ликвидации почвенного реактора, под�
держивающего высокие концентрации ТНТ в
водной фазе. Данные по оценке биологической
активности почвы, представленные нами, по�
лучены с использованием экспериментально
подготовленных образцов с широким спектром
заданных концентраций ТНТ, которые адекват�
но моделируют именно эту область почвенного
пространства. Интерпретация этих данных по�
зволяет сделать вывод о том, что концентрации
ТНТ менее 100 мг/кг почвы либо не оказывают

негативного влияния на некоторые показатели
биологической активности почвы (протеолити�
ческая и каталазная активности), либо это вли�
яние не превышает 50% (уреазная и дегидроге�
назная активности, численность нитрификато�
ров, актинобактерий и бактерий, образующих
эндогенные споры). Выраженный токсический
эффект на показатели биологической активно�
сти почвы отмечен только для высоких концен�
траций, превышающих 100 мг/кг почвы. Таким
образом, представленные нами данные, с уче�
том вышеобсуждавшихся особенностей загряз�
нения почвы и низкой растворимости ТНТ, по�
зволяют сделать вывод о том, что ремедиация
территорий, загрязненных ТНТ, представляет
собой комплексную проблему. На первом этапе
ее решения необходима ликвидация твердой
фазы ксенобиотика инженерно�экологическими
методами. Это предотвратит поддержание ста�
ционарно высоких концентраций ТНТ в ра�
створимой фазе, а следовательно, и расшире�
ние территорий, пораженных высокими кон�
центрациями растворимой фазы ксенобиоти�
ка. На втором этапе возможна «зачистка» заг�
рязненных территорий биологическими мето�
дами. Для этой цели возможно использование
самых различных организмов – растительно�
го, животного происхождения или микроорга�
низмов. В последнем случае это могут быть как
аборигенные, так и интродуцируемые штам�
мы�деструкторы, устойчивые к токсическому
действию ТНТ. Однако для разработки тех�
нологии «зачистки» необходимы дополнитель�
ные исследования.
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